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Año Premiado* Premioen Área de investigación Páginas en el texto 
2008 Francoise Barré-Sinoussi MyF Descubrimiento del VIH 23 
Luc Montagnier 
Harald zur Hausen Función del HPV en el cáncer 654 
Martin Chalfie Química Descubrimiento y desarrollo del GFP 267,720 
Osamu Shimomura 
Roger Tsien 760 
2007 Mario R. Capecchi MyrF Desarrollo de técnicas en ratones con blo- 
Martin J. Evans queo genético 
Oliver Smithies 
Interferencia de RNA 
2006 Andrew Z. Fire MyrF 449, 762 
Craig C. Mello Transcripción en eucariotas 
Roger D. Kornberg Química 427, 481 
2004 Richard Axel MyrF Receptores olfatorios 622 
Linda B. Buck 
Aaron Ciechanover Química Ubicuitina y proteosomas 529 
Avram Hershko 
Irwin Rose 
2003 Peter Agre Química Estructura de los canales de la membrana 146, 148 
Roderick MacKinnon 
2002 Sydney Brenner MyrF Introducción de C. elegans como un microor- 17 
John Sulston ganismo modelo 
H. Robert Horvitz Apoptosis en C. elegans 643 
John B. Fenn Química lonización con electrospray en MS 740 
Koichi Tanaka MALDI en MS 740 
Kurt Withrich Análisis de proteínas con NMR 56 
2001 Leland Hartwell MyrF Control del ciclo celular 564, 600 
Tim Hunt 
Paul Nurse 
2000 Arvid Carlsson MyrF Transmisión sináptica y transducción de 163 
Paul Greengard señal 605 
Eric Kandel 
1999 Günter Blobel MyF Tránsito de proteínas 276 
1998 Robert Furchgott MyF ON como mensajero intercelular 641 
Louis Ignarro 
Ferid Murad 
1997 Jens C. Skou Química Na*/K*-ATPasa 153 
Paul Boyer Mecanismo de la síntesis de ATP 195 
John Walker 
Stanley B. Prusiner MyF Estructura proteínica de los priones 64 
1996 Rolf M. Zinkernagel MyF Reconocimiento de células infectadas 709 


Peter C. Doherty 


con virus por el sistema inmunitario 


Año Premiado* Premioen Área de investigación Páginas en el texto 
1995 Edward B. Lewis MyrF Control genético del desarrollo EP12 
Christiane Nússlein-Volhard embrionario 
Eric Wieschaus 
1994 Alfred Gilman MyF Estructura y función de las proteínas (G) de 610 
Martin Rodbell unión del GTP 
1993 Kary Mullis Química Reacción en cadena de polimerasa (PCR) 751 
Michael Smith Mutagénesis dirigida a sitio (SDM) 760 
Richard J. Roberts MyrF Secuencias intermedias 438 
Phillip A. Sharp 
1992 Edmond Fischer MyrF Alteración de la actividad enzimática por 112,614 
Edwin Krebs fosforilación/desfosforilación 
1991 Erwin Neher MyrF Medición del flujo de iones mediante 47 
Bert Sakmann registro placa-pinza 
1989 J. Michael Bishop MyrF Genes celulares capaces de causar 677 
Harold Varmus transformación maligna 
Thomas R. Cech Química Capacidad del RNA para catalizar 469 
Sidney Altman reacciones 
1988 Johann Deisenhofer Química Centro bacteriano de reacción 213 
Robert Huber de fotosíntesis 
Hartmut Michel 
1987 Susumu Tonegawa MyF Reordenamientos del DNA que originan 696 
la diversidad de anticuerpos 
1986 Rita Levi-Montalcini MyF Factores que afectan el brote neural 372 
Stanley Cohen 
1985 Michael S. Brown MyrF Regulación del metabolismo del colesterol 312 
Joseph L. Goldstein y la endocitosis 
1984 Georges Köhler MyF Anticuerpos monoclonales 763 
Cesar Milstein 
Niels K. Jerne Formación de anticuerpos 687 
Bruce Merrifield Química Síntesis química de péptidos 746 
1983 Barbara McClintock MyrF Elementos móviles en el genoma 402 
1982 Aaron Klug Química Estructura de complejos de ácido 76 
nucleico-proteína 
1980 Paul Berg Química Tecnología de DNA recombinante 748 
Walter Gilbert Tecnología de secuenciación de DNA 753 
Frederick Sanger 
Baruj Bennacerraf MyrF Complejo mayor de histocompatibilidad 699 
Jean Dausset 
George D. Snell 
1978 Werner Arber MyrF Tecnología de restricción de endonucleasa 746 
Daniel Nathans 
Hamilton O. Smith 
Peter Mitchell Química Mecanismo quimioosmótico 181 
de fosforilación oxidativa 
1976 D. Carleton Gajdusek MyrF Enfermedades basadas en priones 64 
1975 David Baltimore MyF Transcriptasa inversa y actividad 676 
Renato Dulbecco viral tumoral 
Howard M. Temin 
1974 Albert Claude MyF Estructura y función de componentes 267 
Christian de Duve internos de las células 


George E. Palade 


Año Premiado* Premioen Área de investigación Páginas en el texto 
1972 Gerald Edelman MyrF Estructura de la inmunoglobulina 693 
Rodney R. Porter 
Christian B. Anfinsen Química Relación entre la estructura primaria y 62 
terciaria de las proteínas 
1971 Earl W. Sutherland MyrF Mecanismo de acción de las hormonas y 614 
AMP cíclico 
1970 Bernard Katz MyrF Propagación y transmisión del impulso 160 
Ulf von Euler nervioso 
Luis F. Leloir Química Función de nucleótidos azúcar en la síntesis 280 
de carbohidratos 
1969 Max Delbrúck MyrF Estructura genética de los virus 22,415 
Alfred D. Hershey 
Salvador E. Luria 
1968 H. Gobind Khorana MyrF Código genético 456 
Marshall W. Nirenberg 
Robert W. Holley Estructura del RNA de transferencia 457 
1966 Peyton Rous MyF Tumores virales 676 
1965 Francois Jacob MyF Operones bacterianos y RNA mensajero 500, 421 
Andre M. Lwoff 
Jacques L. Monod 
1964 Dorothy C. Hodgkin Química Estructura de moléculas orgánicas com- 740 
plejas 
1963 John C. Eccles MyF Bases iónicas de los potenciales 159 
Alan L. Hodgkin de membrana de los nervios 
Andrew F. Huxley 
1962 Francis H. C. Crick MyF Estructura tridimensional del DNA 386 
James D. Watson 
Maurice H. F. Wilkins 
John C. Kendrew Química Estructura tridimensional de proteínas 56 
Max F. Perutz globulares 
1961 Melvin Calvin Química Bioquímica de la asimilación de CO, 221 
durante la fotosíntesis 
1960 F. MacFarlane Burnet MyF Teoría de selección clonal 687 
Peter B. Medawar de la formación de anticuerpos 
1959 Arthur Kornberg MyF Síntesis de DNA y RNA 538, 456 
Severo Ochoa 
1958 George W. Beadle MyF Expresión génica 420 
Joshua Lederberg 
Edward L. Tatum 
Frederick Sanger Química Estructura primaria de las proteínas 54 
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Sobre el autor 


erald C. Karp recibió un grado de licencia- 
tura de la UCLA y un doctorado (Ph.D.) de la 
University of Washington. Realizó investigación 
posdoctoral en el University of Colorado Medical Center antes de 
unirse a la facultad en la University of Florida. Gerry es el autor 
de numerosos artículos de investigación sobre biología celular y 
molecular de desarrollo inicial. Sus intereses incluyen la sínte- 
sis de RNA en embriones jóvenes, el movimiento de las células 
mesenquimatosas durante la gastrulación y la determinación ce- 


lular en los mohos del cieno. Durante 13 años impartió cursos 
de biología molecular, celular y del desarrollo en la University of 
Florida. Durante este periodo, Gerry fue coautor de un libro so- 
bre biología del desarrollo junto con N. John Berrill y escribió un 
libro sobre biología celular y molecular. Debido a su dedicación a 
los libros, le resultó imposible cumplir con la tarea simultánea de 
profesor de tiempo completo y autor, Gerry tuvo que abandonar 
su posición en la facultad para concentrarse en la escritura. Es- 
pera revisar esta obra cada tres años. 


Para Patsy y Jenny 


Prefacio a la sexta 


ntes de empezar a trabajar en la primera edición 
de este libro, establecí varios lineamientos básicos 
acerca del tipo de libro que planeaba escribir. 


e Quería un libro adecuado para un curso introductorio de 
biología celular y molecular que abarca un solo semestre, o 1 a 2 
trimestres. Hice un borrador del texto de unas 800 páginas que 
no abrumara ni desalentara a los estudiantes de este nivel. 


e Quería un texto que describiera los conceptos fundamenta- 
les, como la relación entre la estructura molecular y la función; 
el carácter dinámico de los organelos celulares; el uso de energía 
química para las actividades celulares y el aseguramiento de la 
biosíntesis precisa de macromoléculas; la unidad y diversidad 
observadas al nivel macromolecular y celular, y los mecanismos 
que regulan las actividades celulares. 


e Quería un libro que estuviera fundamentado en un abordaje 
experimental. La biología celular y molecular es una ciencia ex- 
perimental y, como la mayor parte de los profesores, creo que los 
estudiantes deben aprender algo sobre cómo se descubrió lo que 
se sabe. Con esto en mente, decidí abordar la naturaleza experi- 
mental del tema en dos formas. Mientras escribía cada capítulo, 
incluí suficiente evidencia experimental para justificar muchas 
de las conclusiones presentadas. En el transcurso, describí las 
características sobresalientes de las estrategias experimentales 
y metodologías de investigación. Por ejemplo, los capítulos 8 
y 9 contienen secciones introductorias sobre las técnicas más 
importantes para el análisis de las membranas celulares y el 
citoesqueleto, respectivamente. Incluí descripciones breves de 
algunos experimentos importantes en el texto de los capítulos 
para reforzar la base experimental del conocimiento. Incluí los 
aspectos más detallados de las metodologías en un “capítulo de 
técnicas” final porque: 1) no quería interrumpir el flujo de la 
explicación de un tema con una sección tangencial extensa so- 
bre la tecnología, y 2) noté que los distintos profesores prefieren 
tratar una tecnología particular en relación con diferentes temas. 
Para los estudiantes y profesores que querían explorar la 
estrategia experimental con más detalle, incluí una sección de 
Vías experimentales al final de casi todos los capítulos. Cada 
una de estas narrativas describe algunos de los hallazgos expe- 
rimentales clave que condujeron a la comprensión de un tema 
particular relevante para el capítulo en cuestión. Como el alcan- 
ce de la narrativa es limitado, puede considerarse el diseño de los 
experimentos con cierto detalle. Las figuras y cuadros de estas 
secciones a menudo son los que aparecieron en el artículo de 
investigación original, lo que brinda al lector la oportunidad de 
examinar los datos originales y darse cuenta que su análisis no 
escapa a sus recursos. Las Vías experimentales también ilustran 
la naturaleza escalonada del descubrimiento científico, muestran 
cómo el resultado de un estudio genera preguntas que establecen 
la base para estudios ulteriores. 


e Quería un libro que fuera interesante y legible. Para hacer 
que el texto fuera más relevante para los estudiantes, sobre 
aquellos del curso preparatorio para ingresar a la facultad de 


edición 


medicina, incluí las secciones Perspectiva humana. Éstas ilus- 
tran el hecho que casi todos los trastornos humanos pueden 
tratarse mediante la interrupción de las actividades a nivel 
celular y molecular. Además, revelan la importancia de la inves- 
tigación básica como la vía para comprender y, al final, tratar la 
mayor parte de las enfermedades. Por ejemplo, en el capítulo 11 
la sección Perspectiva humana describe cómo los pequeños 
siRNA sintéticos pueden ser una herramienta nueva importante 
para tratar el cáncer y las enfermedades virales, incluido el sida. 
En ese mismo capítulo, el estudiante aprenderá la forma en que 
se descubrió la acción de tales RNA en estudios con plantas y 
nematodos. Se hace evidente que nunca puede predecirse la im- 
portancia práctica de la investigación básica en la biología celu- 
lar y molecular. También intenté incluir información relevante 
sobre biología humana y aplicaciones clínicas en todo el libro. 


e Quería un programa de ilustraciones de alta calidad que 
ayudara a los estudiantes a visualizar los complejos procesos 
celulares y moleculares. Para alcanzar esta meta, muchas de las 
ilustraciones se “escalonaron” para que la información fuera más 
fácil de reducir a fragmentos más manejables. Los fenómenos 
que ocurren en cada paso se describen en el pie de la figura, en 
el texto correspondiente o en ambos. También incluí muchas 
micrografías a fin de permitir a los estudiantes ver las represen- 
taciones reales de la mayor parte de los temas tratados. Entre las 
fotografías se incluyen muchas micrografías con fluorescencia 
que ilustran las propiedades dinámicas de las células o repre- 
sentan una forma de localizar una proteína o secuencia de ácido 
nucleico específicas. Siempre que fuera posible, intenté empare- 
jar dibujos con las micrografías para ayudar a los estudiantes a 
comparar las versiones idealizada y real de una estructura. 


Los cambios más importantes en la sexta edición son los si- 
guientes: 


e Las referencias que siempre aparecían al final de cada capítu- 
lo en las ediciones previas ahora aparecen en una sección al final 


del libro. 


e El cuerpo de la información sobre biología celular y mole- 
cular está en evolución constante, lo que explica gran parte de 
la emoción que todos sentimos acerca del campo que elegimos. 
Aunque sólo han pasado tres años desde la publicación de la 
quinta edición, casi todas las explicaciones del texto se modi- 
ficaron en mayor o menor medida. Esto se hizo sin aumentos 
significativos en la extensión de los capítulos. 

e Todas las ilustraciones de la quinta edición se sometieron 

a un escrutinio y muchas de las que se usaron de nuevo en la 
sexta edición se modificaron en cierta medida. Muchos de los 
dibujos de la quinta edición se eliminaron para dejar espacio a 
elementos nuevos. Los profesores expresaron una aprobación 
particular sobre las figuras que yuxtaponen dibujos y microgra- 
fías, y este estilo de ilustración se amplió en la sexta edición. En 
total, la sexta edición contiene más de 60 micrografías e imáge- 
nes computarizadas nuevas, todas las cuales fueron proporcio- 
nadas por la fuente original. 
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Al estudiante 


uando yo ingresé a la universidad, la biología esta- 

ba en el fondo de una lista de posibles especializa- 

ciones. Me inscribí en un curso de antropología fí- 
sica para cumplir el requisito de ciencias biológicas por la vía más 
fácil posible. Durante ese curso, aprendí por primera vez sobre 
los cromosomas, mitosis y recombinación genética, y quedé fas- 
cinado por las actividades intrincadas que podrían ocurrir en un 
volumen tan pequeño de espacio celular. El siguiente semestre 
llevé el curso de Biología introductoria y comencé a considerar 
con seriedad el convertirme en biólogo celular. Le abrumo con 
esta historia personal para que comprenda porqué escribí este 
libro y para advertirle sobre las posibles repercusiones. 

Aunque han pasado muchos años, la biología celular toda- 
vía me resulta el tema más fascinante para explorar y todavía me 
encanta pasar el día leyendo sobre los hallazgos más recientes de 
mis colegas en el campo. Por tanto, para mí el escribir un libro 
de biología celular es una razón y una oportunidad para man- 
tenerme al día con lo que ocurre en este campo. Mi meta prin- 
cipal al escribir esta obra es ayudar a generar un aprecio en los 
estudiantes por las actividades en las que participan moléculas 
gigantes y estructuras diminutas que habitan el mundo de la vida 
celular. Otro objetivo es presentar al lector una idea de los tipos 
de preguntas que los biólogos celulares y moleculares se hacen, así 
como las estrategias experimentales que usan para buscar las res- 
puestas. Mientras lea el libro, piense como un investigador; consi- 
dere la evidencia que se presenta, piense en explicaciones alterna- 
tivas, planee experimentos que podrían llevar a nuevas hipótesis. 

Podría usted comenzar este abordaje con la observación de 
alguna de las muchas micrografías electrónicas que llenan las 
páginas de este libro. Para tomar esta fotografía, usted se encon- 
traría en una pequeña habitación en la oscuridad total frente a 
un instrumento metálico grande cuya columna se eleva varios 
metros sobre su cabeza. Usted mira a través de un par de binocu- 
lares hacia una pantalla de un vívido color verde brillante. Las 
partes de la célula que examina se ven oscuras e incoloras contra 
el fondo verde brillante. Son oscuras porque se tiñeron con áto- 
mos de un metal pesado que desvían una fracción de los electrones 
dentro de un haz que se enfoca en la pantalla mediante grandes 
lentes electromagnéticas en la pared de la columna. Los electro- 
nes que chocan con la pantalla se aceleran por el espacio vaciado 
de la columna por una fuerza de decenas de miles de voltios. Una de 
sus manos podría sujetar una perilla que controla el poder 
de magnificación de las lentes. Un simple giro a esta perilla cam- 
bia la imagen frente a sus ojos de la de un campo completo de 
células a una parte diminuta de una célula, como unos cuantos 
ribosomas o una pequeña parte de una sola membrana. Al girar 
otras perillas, puede observar distintas partes de la laminilla con 
el espécimen en la pantalla, lo que le da la sensación de despla- 
zarse dentro de la célula. Una vez que encuentra una estructura 
de interés, puede girar una manivela que retira la pantalla de la 
vista y permite que el haz de electrones choque con un fragmen- 
to de película y produzca una imagen fotográfica del espécimen. 

Como el estudio de la función celular requiere el uso de 
muchos instrumentos, como el microscopio electrónico recién 


descrito, el investigador está alejado físicamente del sujeto de 
estudio. En gran medida, las células son como diminutas ca- 
jas negras. Se han desarrollado muchas formas de explorar las 
cajas, pero siempre se anda a tientas en un área que no puede 
iluminarse por completo. Se hace un descubrimiento o se desa- 
rrolla una nueva técnica y un nuevo haz de luz penetra la caja. 
Con más trabajo se amplía la comprensión de la estructura o el 
proceso, pero siempre quedan preguntas adicionales. Se generan 
construcciones más completas y sofisticadas, pero nunca puede 
estarse seguro de qué tanto se aproximan las vistas a la reali- 
dad. En este aspecto, el estudio de la biología celular y molecular 
puede compararse con el estudio de un elefante conducido por 
seis hombres ciegos en una antigua fábula india. Los seis viajan 
a un palacio cercano para aprender acerca de la naturaleza de 
los elefantes. Cuando llegan, cada uno se aproxima al elefante y 
empieza a tocarlo. El primer hombre ciego toca el costado del 
animal y concluye que el elefante es liso como una pared. El se- 
gundo toca la trompa y decide que un elefante es redondo como 
una serpiente. Los otros miembros del grupo tocan el colmillo, 
la pata, oreja y cola del elefante, y cada uno se forma una impre- 
sión del animal con base en su propia experiencia limitada. Los 
biólogos celulares están limitados en una forma similar sobre lo 
que pueden averiguar con una técnica o estrategia experimental 
particular. Aunque cada información nueva se agrega al conjunto 
de conocimiento previo para proporcionar un mejor concepto de 
la actividad en estudio, la imagen total permanece incierta. 

Antes de terminar este comentario introductorio, me toma- 
ré la libertad de ofrecer un consejo al lector: no acepte todo lo 
que lea como si fuera verdad. Existen varias razones para inducir 
tal escepticismo. No hay duda que hay errores en este libro que 
reflejan la ignorancia o mala interpretación del autor sobre al- 
gún aspecto de la bibliografía científica, pero lo más importante, 
debemos considerar la naturaleza de la investigación biológica. 
La biología es una ciencia empírica; nada se comprueba. Se re- 
copilan datos sobre un organelo celular particular, una reacción 
metabólica, movimiento intracelular, etc., y se obtiene algún tipo 
de conclusión. Algunas conclusiones descansan sobre evidencia 
más sólida que otras. Incluso si existe un consenso de acuerdo 
sobre los “hechos” referentes a un fenómeno particular, a menudo 
existen varias interpretaciones posibles de los datos. Se presen- 
tan las hipótesis y casi siempre estimulan investigación adicional, 
lo que conduce a una evaluación de la propuesta original. La 
mayoría de las hipótesis que conservan su validez experimenta 
algún tipo de evolución y cuando se presenta en el texto, no debe 
considerarse del todo correcta o incorrecta. 

La biología celular es un campo en rápida evolución y al- 
gunas de las mejores hipótesis a menudo generan controversia 
considerable. Aunque este es un libro de texto donde uno espera 
encontrar material bien comprobado, en muchos sitios se pre- 
sentan ideas nuevas. Muchas veces, estas ideas se describen como 
modelos. Incluí estos modelos porque transmiten el pensamien- 
to actual en el campo, aunque sean especulativos. Además, re- 
fuerzan la idea de que los biólogos celulares operan en la frontera 
de la ciencia, un límite entre lo desconocido y lo conocido (o lo 
que se cree conocido). Manténgase escéptico. 
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as células y sus estructuras son demasiado pequeñas para observarlas, 

escucharlas o tocarlas de manera directa. Pese a este notable inconve- 

niente, las células son objeto de cientos de miles de publicaciones cada 
año, con análisis cuidadoso de casi todos los aspectos de su minúscula estructura. De 
muchas maneras, el estudio de la biología celular y molecular permanece como tribu- 
to a la curiosidad humana por investigar, descubrir, y a la inteligencia creativa del ser 
humano para diseñar instrumentos complejos así como técnicas elaboradas gracias 
a las cuales se puedan realizar descubrimientos. Esto no implica que los biólogos 
celulares tengan el monopolio de estos nobles rasgos. En un extremo del espectro 
científico, los astrónomos buscan en los límites del universo agujeros negros y quása- 
res, cuyas propiedades parecen inimaginables cuando se comparan con las que existen 
en la Tierra. En el otro extremo, los físicos nucleares enfocan su atención a partículas 
de dimensiones subatómicas que también poseen propiedades inconcebibles. Desde 
luego, el universo posee mundos dentro de otros mundos; todos estos aspectos hacen 
fascinante su estudio. 

Como se advierte a través de todo el libro, la biología celular y molecular es reduc- 

cionista, esto es, se basa en el razonamiento de que el conocimiento de las partes puede 
explicar el carácter del todo. Visto de esta forma, la posición respecto de las maravillas 


Un ejemplo de la función de la innovación tecnológica en el campo de la biología celular. Esta 
micrografía de luz muestra una célula colocada sobre una “superficie” de postes sintéticos. Los postes 
flexibles sirven como sensores para medir la fuerza mecánica ejercida por la célula. Los elementos 
teñidos de rojo son haces de filamentos de actina intracelulares que generan fuerzas cuando existe 
movilidad celular. Cuando la célula se desplaza, arrastra los postes a los que está unida, lo que 
permite cuantificar la cantidad de tensión que experimenta. El núcleo de la célula está teñido de 
verde. (Tomana DEJ.L. Tan, ET AL., Proc Nart Acan Sci USA 100(4), 2003; CORTESÍA 
DE CHRISTOPHER S. CHEN, THE Jomns Hopkins UNIVERSITY.) 


2 Capítulo 1 INTRODUCCIÓN AL ESTUDIO DE LA BIOLOGÍA CELULAR Y MOLECULAR 


y misterios de la vida puede reemplazarse por la necesidad de 
explicar todo en términos de los trabajos de la “maquinaria” de 
los sistemas vivientes. En la medida en que esto ocurra, se espera 
que la pérdida que ocasiona tal reduccionismo pueda sustituirse 
por una apreciación no menos importante de la belleza y com- 
plejidad de los mecanismos que encierra la actividad celular. E 


r 


1.1 EL DESCUBRIMIENTO DE LAS CELULAS — 


Las células, por su pequeño tamaño, sólo pueden observarse con 
la ayuda de un microscopio, el instrumento que aumenta la ima- 
gen de un objeto diminuto. No se sabe cuándo los seres humanos 
descubrieron la capacidad de una superficie curva de vidrio para 
desviar la luz y formar imágenes. Los primeros espejuelos se pro- 
dujeron en Europa en el siglo x111 y los primeros microscopios 
ópticos compuestos (de dos lentes) se construyeron a finales del 
siglo xv1. A mediados del siglo xvir, muchos científicos pioneros 
utilizaron sus microscopios caseros para descubrir un mundo que 
nunca se había revelado a simple vista. El descubrimiento de las 
células (fig. 1-14) se acredita por lo general a Robert Hooke, un 
microscopista inglés que a la edad de 27 años le fue concedida 
la posición de curador de la Royal Society of London, la primera 
academia científica de Inglaterra. Una de las muchas pregun- 
tas que Hooke intentó resolver fue por qué los tapones de cor- 
cho (parte de la corteza de los árboles) eran tan adecuados para 
contener el aire en una botella. En 1665 escribió lo siguiente: 
“tomé un buen pedazo de corcho limpio y con un cuchillo tan 
afilado como una navaja de afeitar corté un pedazo y... entonces 
lo examiné con un microscopio y percibí que tenía una aparien- 
cia porosa... muy semejante a un panal de abejas”. Hooke llamó 
alos poros células porque se asemejaban a las celdas habitadas por 
los monjes de un monasterio. En la actualidad se sabe que Hooke 
observó las paredes celulares vacías que corresponden al tejido 
vegetal muerto, es decir, paredes que en su origen elaboraron las 
células vivas circundantes. 

Mientras tanto, Anton van Leeuwenhoek, un holandés que 
se ganaba la vida con la venta de ropa y botones, dedicaba su 
tiempo libre a tallar lentes y construir microscopios de gran cali- 
dad (fig. 1-10). Durante 50 años, Leeuwenhoek envió cartas a 
la Royal Society of London en las que describió sus observaciones 
microscópicas, junto con una descripción incoherente de sus há- 
bitos diarios y su estado de salud. Leeuwenhoek fue el primero 
en examinar una gota de agua estancada bajo el microscopio y 
para su asombro observó gran cantidad de “animalículos” en el 
campo del microscopio que iban y venían ante sus ojos. También 
fue el primero en describir diferentes formas de bacterias presen- 
tes en el agua resultante de remojar pimienta y en el material del 
raspado de sus dientes. Sus cartas iniciales remitidas a la Royal 
Society, en las que describe este mundo todavía no descubierto, 
se tomaron con tal escepticismo que la sociedad mandó a su cu- 
rador Robert Hooke para confirmar las observaciones. Hooke 
hizo lo indicado y Leeuwenhoek se convirtió de inmediato en 
una celebridad mundial y recibió visitas en Holanda de Pedro el 
Grande de Rusia y la reina de Inglaterra. 

No fue sino hasta la década de 1830 que se difundió la im- 
portancia de las células. En 1838, Matthias Schleiden, un aboga- 
do alemán que se convirtió en botánico, concluyó que a pesar de 
la diferencia en la estructura de varios tejidos, las plantas estaban 


(b) 


FIGURA 1-1 El descubrimiento de las células. (a) Uno de los micros- 
copios compuestos (con doble lente) más vistosos de Robert Hooke. 
Recuadro, dibujo realizado por Hooke de un corte delgado de corcho 
que muestra una red de “células” parecida a un panal de abejas. (5) Mi- 
croscopio de una sola lente, usado por Anton van Leeuwenhoek para 
observar bacterias y otros microorganismos. Las lentes biconvexas, capa- 
ces de aumentar el tamaño de un objeto en cerca de 270 veces y proveer 
una resolución cercana a 1.35 um, estaban sostenidas entre dos placas 
metálicas. (TOMADA DE THE GRANGER COLLECTION; RECUADRO Y FIG. 
1-13 TOMADOS DE CorBIs BETTMANN.) 


hechas de células y que el embrión de la planta proviene de una 
sola célula. En 1839, “Theodor Schwann, un zoólogo alemán y 
colega de Schleiden, publicó un informe detallado sobre las bases 
celulares del mundo animal. Schwann concluyó que las células de 
plantas y animales son estructuras similares y propuso estos dos 
principios de la teoría celular: 


m Todos los organismos están compuestos de una o más células. 
E La célula es la unidad estructural de la vida. 


Las ideas de Schleiden y Schwann sobre el origen de las células 
son menos profundas; ambos están de acuerdo que éstas podrían 
originarse de materiales acelulares. Dada la importancia que tu- 
vieron estos dos investigadores en el mundo científico, fue necesa- 
rio que pasaran muchos años para que las observaciones de otros 


biólogos, respecto de que las células no se forman por generación 
espontánea, se aceptaran. Para 1855, el patólogo alemán Rudolf 
Virchow había formulado un argumento convincente para el ter- 
cer postulado de la teoría celular: 


m Las células sólo pueden originarse por división de una célula 
preexistente. 


r r 


1.2 PROPIEDADES BASICAS DE LAS CELULAS 


Las células, así como las plantas y los animales, tienen vida. En 
realidad, la vida es la propiedad básica de las células y éstas son 
las unidades más pequeñas que poseen tal naturaleza. A diferen- 
cia de las partes de una célula, las cuales se deterioran si se en- 
cuentran aisladas, las células completas pueden obtenerse de una 
planta o animal y cultivarse en un laboratorio donde se multipli- 
can y crecen por periodos largos de tiempo. Si no se las trata 
de modo adecuado pueden morir. La muerte puede considerarse 
una de las propiedades básicas de la vida porque sólo una entidad 
viva enfrenta esta perspectiva. Resulta importante señalar que las 
células dentro del organismo mueren casi siempre “por su propia 
mano”, es decir, son víctimas de un programa interno por el cual 
las células innecesarias o aquellas que tienen el riesgo de tornarse 
malignas se eliminan a sí mismas. 

El primer cultivo de células humanas lo iniciaron George y 
Martha Gey de la Johns Hopkins University en 1951. Las células 
se obtuvieron de un tumor maligno que provenía de Henrietta 
Lacks y, por lo tanto, se denominaron células HeLa. Las células 
HeLa, descendientes por división celular de esa primera muestra 
de células, continúan creciendo en la actualidad en diferentes la- 
boratorios del mundo (fig. 1-2). Como estas células son más fáciles 


FIGURA 1-2 Las células HeLa, como las que se muestran, fueron las 
primeras células humanas mantenidas en cultivo por periodos largos de 
tiempo y aún se utilizan en la actualidad. A diferencia de las células nor- 
males que en cultivo tienen un tiempo de vida finito, las células HeLa 
cancerosas pueden cultivarse de forma indefinida si las condiciones son 
favorables para mantener el crecimiento y división celulares. (TORSTEN 
WirTmMmaNN/PHorTo RESEARCHERS Inc.) 


1.2 PROPIEDADES BÁSICAS DE LAS CÉLULAS 3 


de estudiar que las que se hallan dentro del organismo, las células 
crecen in vitro (es decir, en un cultivo fuera del organismo), se han 
convertido en una herramienta esencial para los biólogos celulares 
y moleculares. De hecho, mucha de la información que se revisa en 
este libro se obtuvo de células crecidas en cultivos de laboratorio. 

La exploración de la célula comienza con el análisis de algu- 
nas de sus propiedades fundamentales. 


Las células son muy complejas y organizadas 


La complejidad es una propiedad que es evidente cuando se 
encuentra, pero que es difícil de describir. En este momento es 
posible pensar sobre la complejidad en términos de orden y con- 
sistencia. Cuanto más compleja sea una estructura, mayor es el 
número de partes que deben estar en el lugar adecuado, menor la 
tolerancia a errores en la naturaleza e interacciones de las partes y 
mayor la regulación o control que se debe ejercer para mantener 
el sistema. Las actividades celulares pueden ser extremadamente 
precisas. Por ejemplo, la replicación del DNA (ácido desoxirribo- 
nucleico) se realiza con una tasa de error inferior a un error por 
cada 10 millones de nucleótidos incorporados, y la mayoría de 
tales errores se corrigen con rapidez por un intrincado mecanis- 
mo de reparación que reconoce el defecto. 

A lo largo de este libro se considera la complejidad de la vida 
en diferentes niveles. Se describen la organización de átomos 
dentro de moléculas pequeñas, la disposición de estas molécu- 
las dentro de polímeros gigantes y el arreglo de moléculas poli- 
méricas en complejos, los cuales a su vez están dispuestos dentro 
de organelos subcelulares y al final en el interior de células. Como 
se observa, existe una gran consistencia en todos los niveles. Cada 
tipo de célula tiene un aspecto consistente cuando se observa bajo 
un microscopio electrónico de alta resolución; es decir, sus or- 
ganelos tienen una forma y ubicación particular, de una especie 
individual a otra. De manera semejante, cada tipo de organelo 
muestra una composición constante de macromoléculas que es- 
tán ordenadas siguiendo un patrón predecible. Considérese a las 
células que se encuentran en el intestino y que se encargan de 
obtener los nutrimentos en el tubo digestivo (fig. 1-3). 

Las células epiteliales que recubren el intestino están uni- 
das de manera estrecha y semejan los ladrillos de una pared. Los 
extremos apicales de estas células, que se dirigen hacia la luz in- 
testinal, tienen elongaciones (microvellosidades) que facilitan la 
absorción de nutrimentos. Las microvellosidades son capaces 
de proyectarse hacia afuera de la superficie celular apical porque 
contienen un citoesqueleto interno constituido por filamentos, 
los cuales a su vez están compuestos de monómeros de proteí- 
na (actina) polimerizados en una disposición característica. En 
su extremo basal, las células intestinales poseen gran cantidad de 
mitocondrias que proveen la energía necesaria para alimentar va- 
rios procesos de transporte de membrana. Cada mitocondria se 
compone de un patrón definido de membranas internas, las cuales 
a su vez están compuestas por una estructura proteínica, que in- 
cluye un mecanismo de síntesis de ATP (trifosfato de adenosina) 
que funciona con un gradiente de electrones y dicha estructura se 
proyecta de la membrana interna con una conformación similar a 
una barra con una esfera en su extremo. Cada uno de estos niveles 
de organización se ilustra en los recuadros de la figura 1-3. 

Por fortuna para los biólogos celulares y moleculares, la evo- 
lución avanza con lentitud en los niveles de la organización bio- 
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FIGURA 1-3 Niveles de organización celular y molecular. La fotografia en 
colores brillantes de una sección teñida muestra la estructura microscópica 
de una vellosidad de la mucosa del intestino delgado, como se observa a 
través del microscopio óptico. El recuadro 1 representa una micrografía 
electrónica de la capa epitelial de células que limitan la pared interior del 
intestino. La superficie apical de cada célula que mira hacia la luz intestinal 
tiene un gran número de microvellosidades que intervienen en la absorción 
de nutrimentos. La región basal de cada célula contiene un gran número de 
mitocondrias en las que la energía se mantiene disponible para las activida- 
des celulares. El recuadro 2 muestra las microvellosidades apicales; cada mi- 
crovellosidad contiene un haz de microfilamentos. El recuadro 3 representa 
las subunidades de la proteína actina que forman parte de cada filamento. 
En el recuadro 4 se distingue una mitocondria similar a la encontrada en la 
región basal de las células epiteliales. El recuadro 5 señala una porción de 
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la membrana interna de las mitocondrias, incluidas las partículas pedicu- 
ladas (fecha superior) que se proyectan a partir de la membrana y corres- 
ponden a los sitios donde se sintetiza el ATP. Los recuadros 6 y 7 mues- 
tran los modelos moleculares de la maquinaria de síntesis de ATP, la cual 
se describe por completo en el capítulo 5. (MICROGRAFÍA DE LUZ, CECIL 
Fox/Pmoro RESEARCHERS; RECUADRO 1, CORTESÍA DE SHAKTI P. KAPUR, 
GEORGETOWN UNIVERSITY MEDICAL CENTER; RECUADRO 2, CORTESÍA 
DE Marx S. MoosEkER AND Lewis G. TiLney, J CeL Bior. 67:729, 
1975, CON AUTORIZACIÓN DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS; RE- 
CUADRO, 3 CORTESÍA DE KENNETH C. HOLMES; RECUADRO 4, CORTESÍA 
DE KerrH R. PorTER/PHoTo RESEARCHERS; RECUADRO 5, CORTESÍA DE 
HUMBERTO FeERNANDEZ-MORAN; RECUADRO 6, CORTESÍA DE RODERICK 
A. CAPALDI; RECUADRO 7, CORTESÍA DE WOLFGANG JUNGE, HOLGER LILL 
Y SIEGFRIED ENGELBRECHT, UNIVERSITY OF OSNABRÚCK, ALEMANIA.) 


lógica que les interesa. Por ejemplo mientras que un ser humano 
y un gato tienen características anatómicas muy diferentes, las 
células que conforman sus tejidos y los organelos que integran 
sus células son semejantes. El filamento de actina que se repre- 
senta en la figura 1-3, recuadro 3, y la enzima sintasa de ATP que 
se observa en el recuadro 6, son idénticos a las estructuras encon- 
tradas en diferentes organismos, como seres humanos, caracoles, 
levaduras y secuoyas. La información obtenida del estudio de las 
células de un tipo de organismo tiene a menudo aplicaciones di- 
rectas en otras formas de vida. Muchos de los procesos más ele- 
mentales, como la síntesis de proteínas, la conversión de energía 
química o la construcción de una membrana, son muy parecidos 
en todos los organismos. 


Las células poseen un programa genético 
y los medios para usarlo 


Los organismos están construidos de acuerdo con la información 
codificada en un grupo de genes. El programa genético humano 
contiene suficiente información para llenar millones de páginas 
de un texto, si se codificara en palabras. Resulta relevante que 
esta gran cantidad de información está empaquetada dentro de 
un grupo de cromosomas que ocupan el espacio del núcleo celu- 
lar: cientos de veces más pequeño que el punto de esta ż. 

Los genes son más que gavetas para almacenar información: 
constituyen los planos para construir las estructuras celulares, 
las instrucciones para llevar a cabo las actividades celulares y el 
programa para duplicarse. La estructura molecular de los genes 
permite, mediante cambios en la información genética (mutacio- 
nes), que exista variación entre individuos, lo cual forma la base 
de la evolución biológica. El descubrimiento de los mecanismos 
por los cuales las células usan su información genética es uno de 
los logros más grandes de la ciencia en las últimas décadas. 


Las células son capaces de reproducirse 


Las células, al igual que otros organismos, se generan por repro- 
ducción. Las células se reproducen por división, un proceso en 
el cual el contenido de una célula “madre” se distribuye dentro 
de dos células “hijas”. Antes de la división, el material genético 
se duplica con éxito y cada célula hija comparte la misma in- 
formación genética. En la mayoría de los casos, las dos células 
hijas tienen el mismo volumen. Sin embargo, en algunos casos, 
como ocurre cuando un oocito humano sufre división, una de las 
células retiene casi todo el citoplasma, aunque ésta reciba sólo la 
mitad del material genético (fig. 1-4). 


Las células obtienen y utilizan energía 


Cada proceso biológico requiere del consumo de energía. De 
manera virtual, toda la energía necesaria para la vida en la su- 
perficie de la Tierra proviene de la radiación electromagnética 
del Sol. Esta energía es captada por los pigmentos que absorben 
luz presentes en las membranas de las células fotosintéticas (fig. 
1-5). La energía luminosa se convierte por fotosíntesis en ener- 
gía química, que se almacena en forma de carbohidratos ricos en 
energía, como almidón y sacarosa. Para la mayoría de las células 
animales, la energía llega a menudo “preempacada” en forma de 
glucosa. En las personas, la glucosa se libera del hígado hacia la 
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FIGURA 1-4 Reproducción celular. Este oocito de mamífero experi- 
mentó en forma reciente una división celular muy desigual en la cual la 
mayor parte del citoplasma se retuvo dentro del gran oocito, que tiene el 
potencial para fecundarse y desarrollar un embrión. La otra célula es un 
remanente no funcional que consiste casi en su totalidad de material nu- 
clear (se indica por los cromosomas teñidos de azul, flecha). (CorTESÍA 
DE JONATHAN VAN BLERKOM.) 


sangre, que circula en el cuerpo y libera energía química para 
todas las células. Una vez dentro de la célula, la glucosa se des- 
ensambla de tal manera que su contenido energético se puede 
almacenar en forma de energía disponible con rapidez (por lo 
general como AT'P), que más tarde se utiliza para el funciona- 
miento de las innumerables actividades celulares que necesitan 
energía. Las células invierten una enorme cantidad de energía 
tan sólo en degradar y reconstruir las macromoléculas y los orga- 
nelos de los que están hechas. Este continuo “recambio”, como se 
le llama, mantiene la integridad de los componentes celulares en 
virtud de los inevitables procesos de desgaste y rotura, y permite 
a la célula reaccionar con rapidez a las condiciones cambiantes. 


Las células llevan a cabo diferentes 
reacciones químicas 


La función celular se asemeja a plantas químicas en miniatura. 
Aunque la célula bacteriana más simple es capaz de realizar cien- 
tos de transformaciones químicas diferentes, ninguna de ellas 
ocurre a una velocidad significativa en el mundo inanimado. Por 
lo general, todos los cambios químicos que se efectúan en las cé- 


FIGURA 1-5 Captación de energía. Una célula viva del alga filamentosa 
Spirogyra. El cloroplasto es semejante a un listón, el cual se observa en 
zigzag a través de la célula y es el sitio donde se captura la energía de la 
luz solar y se convierte en energía química durante la fotosíntesis. (M.I. 
WaLker/Phoro RESEARCHERS.) 
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lulas necesitan enzimas, moléculas que incrementan la velocidad 
a la que ocurre una reacción química. La suma total de las reac- 
ciones químicas en una célula representa el metabolismo celular. 


Las células se ocupan de numerosas 
actividades mecánicas 


Las células son sitios de mucha actividad. Los materiales se 
transportan de un lugar a otro, las estructuras se acoplan y des- 
acoplan con rapidez y, en muchos casos, la célula entera se mueve 
por sí misma de un punto a otro. Estos tipos de actividades se 
basan en cambios intracelulares mecánicos y dinámicos intrace- 
lulares, la mayoría de ellos iniciados por cambios en la estructura 
proteínica “motora”. Las proteínas motoras son sólo uno de los 
muchos tipos de “máquinas” moleculares empleadas por la célula 
para llevar a cabo actividades mecánicas. 


Las células son capaces de reaccionar a estímulos 


Algunas células responden a estímulos de manera obvia; por 
ejemplo, un protista unicelular se mueve lejos de un objeto que 
está en su camino o se dirige hacia una fuente de nutrimentos. 
Las células que conforman una planta o animal multicelulares no 
reaccionan a estímulos de modo tan obvio. La mayor parte de las 
células está cubierta de receptores que interactúan con sustancias 
en el ambiente en una forma muy específica. Las células poseen 
receptores para hormonas, factores de crecimiento, materiales 
extracelulares, así como sustancias localizadas en la superficie de 
otras células. Los receptores de las células proveen las vías a tra- 
vés de las cuales los agentes externos pueden iniciar reacciones 
específicas en la célula diana. Las células pueden responder a es- 
tímulos específicos por medio de la alteración de sus actividades 
metabólicas, al prepararse para la división celular, moverse de un 
lugar a otro o destruyéndose a sí mismas. 


Las células son capaces de autorregularse 


Además de necesitar energía, el mantenimiento de un estado 
complejo y ordenado exige regulación constante. La importancia 
de los mecanismos de regulación celular es más evidente cuando 
las células se dañan. Por ejemplo, la falla de una célula para corre- 
gir un error cuando duplica su DNA puede crear una mutación 
que la debilita, o una alteración en el control de crecimiento ce- 
lular, que puede transformar a la célula en una célula cancerosa 
con la capacidad para destruir a todo el organismo. Poco a poco 
se conoce más acerca de la forma en que la célula controla estas 
actividades, pero falta mucho por descubrir. 

Considérese el siguiente experimento que llevó a cabo en 
1891 Hans Driesch, un embriólogo alemán. Driesch encontró 
que podía separar por completo las primeras dos o cuatro células de 
un embrión de erizo de mar y que cada una de las células aisladas 
desarrollaba un embrión normal (fig. 1-6). ¿Cómo puede una 
célula que por lo general está destinada a formar sólo una parte 
del embrión regular sus propias actividades y formar un embrión 
entero?, ¿de qué forma la célula aislada reconoce la ausencia de 
sus vecinas y reorienta el curso de su desarrollo celular?, ¿cómo 
puede una parte del embrión tener un sentido del todo? Hasta el 
momento no es posible mejorar las respuestas que se dieron hace 
más de 100 años, cuando se realizó este experimento. 


FIGURA 1-6 Autorregulación. El esquema de la izquierda muestra el 
desarrollo normal de un erizo de mar en el cual un huevo fecundado da 
lugar a un solo embrión. El esquema de la derecha señala un experimen- 
to en el que las células de un embrión se separan después de la primera 
división y se permite que cada célula se desarrolle de manera aislada. En 
lugar de desarrollarse la mitad de un embrión, como ocurriría si no se 
alterara, cada célula aislada reconoce la ausencia de su vecina y regula 
su desarrollo para formar un embrión completo (aunque más pequeño). 


En este libro se describen procesos que requieren diversos 
pasos ordenados, muchos de los cuales son parecidos a las líneas 
de ensamble en el armado de un automóvil, donde los trabajado- 
res acoplan, remueven o hacen ajustes específicos conforme el ar- 
mado del auto avanza. En la célula, la información para el diseño 
de productos reside en los ácidos nucleicos y los trabajadores de la 
construcción son sobre todo las proteínas. Más que ningún otro 
factor, la presencia de estos dos tipos de macromoléculas aparta a 
la química celular del mundo inerte. En la célula, los trabajado- 
res tienen que actuar sin el beneficio de la dirección consciente. 
Cada paso de un proceso debe ocurrir de modo espontáneo, de 
forma que el siguiente paso se active de manera automática. En 
muchos sentidos, la célula opera de un modo análogo al artilugio 
para exprimir una naranja, descubierto por “el profesor” y que se 
muestra en la figura 1-7. Cada tipo de actividad celular necesi- 
ta un grupo único de máquinas y herramientas moleculares muy 
complejas: los productos de los periodos de la selección natural y 
su evolución. El objetivo más importante de los biólogos celulares 
y moleculares es entender la estructura molecular y la función de 
cada uno de los componentes que intervienen en una actividad 
particular, así como los medios por los cuales estos componentes 
interactúan y los mecanismos que regulan dichas interacciones. 


Las células evolucionan 


¿Cómo surgieron las células? De todas las preguntas trascenden- 
tes formuladas por los biólogos, ésta es la que menos respuestas 
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Máquina para obtener jugo de naranja 


El profesor Butts cayó por el foso abierto de un 
elevador y cuando tocó tierra sólo encontró una 
máquina para exprimir naranjas. El lechero toma 
la botella de leche vacía (A) y jala de la cuerda 
(B), lo que provoca que la espada (C) corte la 
cuerda (D). Esto permite que la navaja de la gui- 
llotina (E) caiga y corte la cuerda (F), que a su 
vez libera el ariete (G). El ariete empuja la puerta 
abierta (H) y la cierra. La hoz (I) corta la naranja 
(J) y, al mismo tiempo, la espina (K) lastima al 


“halcón” (L). Este último abre el pico por el dolor 
y suelta la ciruela y permite que el zapato (M) 
caiga sobre la cabeza de un pulpo dormido (N). 
El pulpo despierta molesto y observa la cara del 
buzo dibujada sobre la naranja y la oprime; de 
esa manera el jugo de naranja cae al vaso (O). 

Después puede utilizarse el tronco para 
construir una cabaña en la que puede crecer su 
hijo, que llegará a ser presidente como Abra- 
ham Lincoln. 


FIGURA 1-7 Las actividades celulares con frecuencia 
son análogas a esta máquina de Rube Goldberg en la 
cual un suceso activa “de manera automática” a otro 
posterior, en una secuencia de reacciones. (RuBE GoLD- 
BERG”" Y O DE RUBE GOLDBERG, Inc.) 


tiene. Se piensa que las células proceden de algunas formas de 
vida precelular, las cuales a su vez se originaron de materiales 
orgánicos sin vida que estuvieron presentes en los océanos pri- 
mordiales. Sin embargo, el origen de las células está envuelto en 
un misterio total; su evolución puede estudiarse por medio del 
análisis de los organismos vivos de la actualidad. Si se obser- 
van las características de las células bacterianas que viven en el 
tubo digestivo de los seres humanos (fig. 1-18a) y una célula que 
forma parte de la pared del intestino (fig. 1-3), son notorias las 
diferencias que existen entre estas dos. No obstante, proceden 
de una célula ancestral común que vivió hace más de tres mil 
millones de años. Tales estructuras que comparten las dos células 
relacionadas de forma distante, como su membrana celular y los 
ribosomas, debieron estar en la célula ancestral. En la sección 
Vías experimentales, al final del capítulo, se revisan algunos suce- 
sos ocurridos durante la evolución de las células. Es preciso tener 
en mente que la evolución no es tan sólo un hecho del pasado, 
sino un proceso dinámico que aún modifica las propiedades de 
las células de los organismos que todavía no han aparecido. 


1. Liste las propiedades fundamentales que comparten 
todas las células. Describa la importancia de cada una 
de estas propiedades. 

2. Describa algunas de las características celulares que 
sugieran que todos los organismos vivos derivan de un 
ancestro común. 

3. ¿Cuál es la fuente de energía que mantiene la vida 
en la Tierra?, ¿cómo se transfiere esta energía de un 
organismo a otro? 


1.3 DOS CLASES DE CÉLULAS 
FUNDAMENTALMENTE DIFERENTES 


Una vez que el microscopio electrónico estuvo disponible, los 
biólogos fueron capaces de examinar la estructura interna de una 
gran variedad de células. A partir de estos estudios se encontró 
que existen dos tipos básicos de células (procariotas y eucariotas) 
que se diferencian por su tamaño y tipos de estructuras internas 
u organelos (fig. 1-8). 

La existencia de dos clases distintas de células, sin interme- 
diarios conocidos, constituye una de las divisiones de evolución 
más fundamentales en el mundo de la biología. 

Las células procariotas, que en su estructura son más sim- 
ples, incluyen a las bacterias, mientras que las células eucariotas 
tienen una estructura más compleja e incluyen a los protistas, 
hongos, plantas y animales.* 

No se sabe con certeza cuándo aparecieron las células pro- 
cariotas por primera vez en la Tierra. La evidencia de vida 
procariota se obtuvo de rocas con aproximadamente 2700 millo- 
nes de años de edad. Estas rocas no contienen tan sólo microbios 
fosilizados, sino también moléculas orgánicas complejas que son 
características de tipos particulares de organismos procariotas, 
incluidas las cianobacterias. Es improbable que tales moléculas 
se sintetizaran de manera abiótica, esto es, sin la participación 
de células vivas. Las cianobacterias aparecieron hace casi 2400 
millones de años, porque es cuando la atmósfera fue enriquecida 


1El lector interesado en examinar una propuesta para acabar con el concepto 
antagónico de organismos procariotas y eucariotas puede leer un breve ensayo de 


N. R. Pace en Nature 441:289, 2006. 
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FIGURA 1-8 La estructura celular. Esquemas “generalizados” de una célula de bacteria (a), vegetal (9) y animal (c). Noza: los organelos no están di- 


bujados a escala. 


con oxígeno molecular (O,), que es un producto secundario de la 
actividad fotosintética de estas células procariotas. 

El comienzo de las células eucariotas también está rodeado 
de incertidumbre. Los animales complejos aparecieron de forma 
más repentina en los registros fósiles hace unos 600 millones de 
años, pero hay muchas evidencias de que los organismos euca- 
riotas más simples estuvieron presentes en la Tierra desde más 
de 1000 millones de años. El tiempo estimado de la aparición 
sobre la Tierra de algunos de los principales grupos de orga- 
nismos se muestra en la figura 1-9. Una vista superficial de esta 
figura revela la manera en que la vida apareció “pronto” después 
de la formación de la Tierra y el enfriamiento de su superficie, 
así como el tiempo que tomó la subsecuente evolución de los 
animales complejos y plantas. 


Características que diferencian a las células 
procariotas de las eucariotas 


La siguiente es una breve comparación entre células procariotas 
y eucariotas que hace evidentes muchas diferencias básicas entre 
los dos tipos, así como bastantes similitudes (fig. 1-8). Las seme- 
janzas y diferencias entre los dos tipos de células se muestran en 
el cuadro 1-1. Las propiedades que comparten reflejan que las cé- 
lulas eucariotas casi con certeza evolucionaron a partir de ances- 
tros procariotas. Á causa de su ancestro común, ambos tipos de 
células poseen un lenguaje genético idéntico, un grupo común 
de vías metabólicas y muchas propiedades estructurales comunes. 
Por ejemplo, los dos tipos celulares están limitados por membranas 
plasmáticas de estructura semejante que sirven como una barrera 
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FIGURA 1-9 Reloj biogeológico de la Tierra. Una representación de los 
últimos 5000 millones de años en la historia del planeta Tierra muestran 
el tiempo propuesto de aparición de los principales grupos de microor- 
ganismos. Los animales complejos (invertebrados) y las plantas vascula- 
res aparecieron relativamente en periodos recientes. El tiempo indicado 
para el origen de la vida está sujeto a conjetura. Además, las bacterias 
fotosintéticas pudieron aparecer de manera más temprana y por tanto 
permanece la interrogante. Las eras geológicas se indican en el centro 
de la ilustración. (REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE D. J. Des Marais, 
Science 289:1704, 2001. CoryricHT © 2000 AMERICAN ÁssocIa- 
TION FOR THE ÁDVANCEMENT OF SCIENCE.) 


de permeabilidad selectiva entre los mundos vivo e inerte. Ambos 
tipos de células pueden estar recubiertos por una pared celular rígi- 
da y sin vida que protege la delicada vida de su interior. Aunque las 
paredes celulares de procariotas y eucariotas pueden tener funcio- 
nes semejantes, su composición química es muy diferente. 

En su interior, las células eucariotas son mucho más com- 
plejas (en estructura y función) que las procariotas (fig. 1-8). La 
diferencia en complejidad estructural es evidente en las micro- 
grafías electrónicas de una célula bacteriana y una animal que se 
muestran en las figuras 1-184 y 1-10, de manera respectiva. Am- 
bas contienen una región nuclear, la cual posee el material genéti- 
co de la célula rodeado por citoplasma. El material genético de la 
célula procariota está presente en un nucleoide: una región de 
la célula no bien delimitada, sin membrana, que lo separa del 
citoplasma circundante. En cambio, las eucariotas poseen un nú- 
cleo: una región separada por una estructura membranosa com- 
pleja llamada envoltura nuclear. Esta diferencia de la estructura 
nuclear es la base de los términos procariota (pro, antes; karyon, 
núcleo) y eucariota (eu, verdadero; karyon, núcleo). Las células 
procariotas contienen relativamente pequeñas cantidades de 
DNA); el contenido del DNA de una bacteria se encuentra en los 
límites de 600000 a 8 millones de pares de bases, lo cual es sufi- 
ciente para codificar entre unas 500 y varios miles de proteínas.? 


2Ocho millones de pares de bases equivalen a una molécula de DNA de 
alrededor de 3 mm de largo. 
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CUADRO 1-1 Comparación entre células procariotas 
y eucariotas 


Características comunes: 


Membrana plasmática de estructura similar 

Información genética codificada en el DNA mediante códigos 

genéticos idénticos 

Mecanismos similares para la transcripción y traducción de la in- 

formación genética, incluidos ribosomas semejantes 

Rutas metabólicas compartidas (p. ej., glucólisis y ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos [TCA]) 

Aparato similar para la conservación de la energía química en for- 

ma de ATP (localizado en la membrana plasmática de procariotas 

y en la membrana mitocondrial de eucariotas) 

Ml Mecanismos semejantes para la fotosíntesis (entre cianobacterias y 
plantas verdes) 

Ml Mecanismos parecidos para sintetizar e insertar las proteínas de 
membrana 

E Estructura similar (entre arqueobacterias y eucariotas) de proteoso- 

mas (estructuras para la digestión de proteínas) 


Características de las células eucariotas que no se encuentran 
en procariotas: 


Ml” División de la célula en núcleo y citoplasma, separados por una 
envoltura nuclear que contiene estructuras complej as de poros 

E Los cromosomas son complejos y están compuestos por DNA y pro- 
teínas relacionadas capaces de compactarse en estructuras mitóticas 

Ml Organelos citoplásmicos membranosos complejos (incluidos el 

retículo endoplásmico, aparato de Golgi, lisosomas, endosomas, 

peroxisomas y glioxisomas) 

Organelos citoplásmicos especializados para la respiración aerobia 

(mitocondrias) y fotosíntesis (cloroplastos) 

Un sistema complejo de citoesqueleto (incluidos microfilamentos, fila- 

mentos intermedios y microtúbulos) y asociado con proteínas motoras 

Cilios y flagelos complejos 

Son capaces de ingerir materiales líquidos y sólidos y atraparlos den 

tro de vesículas membranosas plasmáticas (endocitosis y fagocitosis) 

Paredes celulares (en plantas) que contienen celulosa 

La división celular utiliza un huso mitótico que contiene microtú- 

bulos para separar cromosomas 

Presencia de dos copias de genes por célula (diploidia), un gen que 

proviene de cada padre 

Presencia de tres enzimas diferentes para sintetizar RNA (polime- 

rasas de RNA) 


Reproducción sexual que requiere meiosis y fecundación 


Aunque una “simple” levadura de panadería tiene sólo un poco 
más DNA (12 millones de pares de bases que codifican cerca de 
6200 proteínas) que los procariotas más complejos, la mayor 
parte de las células eucariotas poseen mucha más información 
genética. Las células procariotas y las eucariotas poseen cromo- 
somas que contienen DNA. Las eucariotas muestran un número 
determinado de cromosomas separados, cada uno de los cuales 
posee una sola molécula lineal de DNA. En cambio, casi todas 
las procariotas que se han estudiado contienen un cromosoma 
circular único. Lo más importante es que, el DNA cromosómico 
de las eucariotas, a diferencia del de las procariotas, se relaciona 
estrechamente con proteínas para formar un material nucleopro- 
teínico complejo que se conoce como cromatina. 

El citoplasma de los dos tipos de células también es muy dife- 
rente. El de una célula eucariota se conforma con una gran di- 
versidad de estructuras, como es evidente por el análisis de micro- 
grafías electrónicas de cualquier célula vegetal o animal (fig. 1-10). 
Incluso las levaduras, las células eucariotas más simples, son mu- 
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Ribosoma Lisosoma 
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FIGURA 1-10 La estructura de una célula eucariota. Esta célula epitelial limita el conducto reproductivo en la rata macho. En los diagramas esque- 
máticos, alrededor de la figura principal, se indican y muestran algunos organelos diferentes. (Davib PuiLLips/VisuaLs UNLIMITED.) 
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cho más complejas desde el punto de vista estructural que una 
bacteria promedio (compárese la fig. 1-18a y b), aunque estos dos 
organismos poseen un número similar de genes. Las células eu- 
cariotas tienen una disposición de organelos limitados por mem- 
brana. Los organelos eucariotas incluyen mitocondria, donde la 
energía química está disponible para alimentar las actividades 
celulares; un retículo endoplásmico, en donde se elaboran muchas 
de las proteínas y lípidos de la célula; el aparato de Golgi es el 
lugar en el que los materiales se clasifican, modifican y transpor- 
tan a destinos celulares específicos, además de diferentes vesícu- 
las simples, limitadas por membranas de tamaños diferentes. Las 
células vegetales muestran organelos membranosos adicionales, 
incluidos los cloroplastos, que son los sitios en los que se realiza 
la fotosíntesis, y muchas veces una gran vacuola única que pue- 
de ocupar la mayor parte del volumen celular. Tomadas como un 
grupo, las membranas celulares eucariotas sirven para dividir el 
citoplasma en compartimientos, dentro de los cuales se llevan a 
cabo actividades especializadas. En cambio, el citoplasma de las 
células procariotas está libre en esencia de estructuras membrano- 
sas. Las membranas fotosintéticas complejas de la cianobacteria 
son una gran excepción a esta generalización (fig. 1-15). 

Las membranas citoplásmicas de las células eucariotas for- 
man un sistema de canales interconectados y vesículas que traba- 
jan en el transporte de sustancias de una parte a otra de la célula 
y entre su interior y el ambiente. A causa de su tamaño pequeño, 
la comunicación directa intracitoplásmica es menos importante 
en las células procariotas, en las que el flujo de materiales puede 
efectuarse por difusión simple. 

Las células eucariotas también contienen numerosas estruc- 
turas sin membrana celular que las limite. Los túbulos alargados 
y filamentos del citoesqueleto están incluidos en este grupo y 
participan en la contractilidad celular, movimiento y soporte. 
Hasta hace poco tiempo se pensó que las células procariotas ca- 
recían de un citoesqueleto, pero se encontraron en algunas bac- 
terias filamentos de citoesqueleto primitivo. Por el momento es 
posible afirmar que el citoesqueleto de los procariotas es mucho 
más simple en sentidos estructural y funcional en comparación 
con los eucariotas. Ambos tipos de células tienen ribosomas que 
son partículas no membranosas y funcionan como “mesas de tra- 
bajo” sobre las cuales las proteínas de las células se elaboran. Aun- 
que los ribosomas de las células procariotas y eucariotas poseen 
dimensiones considerables (los procariotas son más pequeños e 
incluyen muchos menos componentes), estas estructuras partici- 
pan en el ensamblaje de proteínas con un mecanismo similar en 
ambos tipos de células. La figura 1-11 muestra una micrografía 
electrónica con seudocolor de una porción del extremo citoplás- 
mico de un organismo eucariota unicelular. Esta es una región de 
la célula en la que los organelos limitados por membrana tienden 
a estar ausentes. La micrografía muestra filamentos individua- 
les de citoesqueleto (rojo) y otros complejos macromoleculares 
grandes del citoplasma (verde). Casi todos estos complejos son 
ribosomas. Este tipo de imagen hace evidente que el citoplasma 
de una célula eucariota está lleno, lo cual deja poco espacio para 
la fase soluble del citoplasma, el citosol. 

Otras diferencias relevantes pueden reconocerse entre las 
células eucariotas y procariotas. Las primeras se dividen por un 
proceso complejo de mitosis, en el cual los cromosomas dupli- 
cados se condensan en estructuras compactas separadas por un 
sistema que contiene microtúbulos (fig. 1-12). Este aparato, que 


FIGURA 1-11 El citoplasma de una célula eucariota es un comparti- 
miento saturado. Esta micrografía electrónica coloreada muestra una pe- 
queña región cercana al borde de un organismo eucariota unicelular que se 
congeló de manera instantánea para su análisis microscópico. La aparien- 
cia tridimensional que se observa fue posible por medio de la captura de 
imágenes digitalizadas bidimensionales del espécimen en diferentes án- 
gulos y la sobreposición de ellas con una computadora. Los filamentos del 
citoesqueleto se muestran en rojo, los complejos macromoleculares (sobre 
todo ribosomas) en verde y las membranas celulares en azul. (REIMPRE- 
SA CON AUTORIZACIÓN DE OHAD MEDALIA, ET AL., SCIENCE 298:1211, 
2002, CORTESÍA DE WOLFGANG BAUMEISTER, COPYRIGHT O 2002 AmE- 
RICAN ASSOCIATION FOR THE ADVANCEMENT OF SCIENCE.) 


4 um 


FIGURA 1-12 La división celular en eucariotas requiere el ensamble 
de un aparato muy elaborado llamado huso mitótico, que separa a los 
cromosomas y está construido sobre todo por microtúbulos. En esta mi- 
crografía, los microtúbulos aparecen en verde porque están enlazados de 
manera específica por un anticuerpo unido a un colorante verde fluores- 
cente. Los cromosomas, que casi se habían separado en dos células hijas 
cuando se fijó dicha célula, están teñidos de azul. (CORTESÍA DE CONLY 


L. RIEDER.) 
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se conoce como huso mitótico, permite a cada célula hija recibir 
una cantidad equivalente de material genético. En los procario- 
tas no hay compactación de los cromosomas ni huso mitótico. 
El DNA se duplica y las dos copias se separan de manera sen- 
cilla y precisa por el desarrollo de una membrana celular entre 
las dos. 

La mayor parte de los procariotas corresponde a organismos 
asexuados, ya que sólo contienen una copia de su único cromoso- 
ma y carecen de procesos comparables a la meiosis, formación de 
gametos o fecundación verdadera. Aunque en los procariotas no 
hay una reproducción sexual verdadera, algunos son capaces de 
tener conjugación, en la cual un fragmento de DNA se transfiere 
de una célula a otra (fig. 1-13). Sin embargo, la célula receptora 
casi nunca recibe un cromosoma completo de la célula donadora 
y el estado en el cual la célula receptora contiene su DNA y el 
de su compañera es transitorio, ya que la célula regresa pronto 
a su condición de un solo cromosoma. Aunque los procariotas 
no suelen ser tan eficientes como los eucariotas en el intercam- 
bio de DNA con otros miembros de su propia especie, captan 
e incorporan DNA ajeno que se encuentra en el ambiente con 
más frecuencia que los eucariotas, lo cual ha tenido considerable 
impacto en la evolución microbiana (pág. 28). 


1 um 


FIGURA 1-13 Conjugación bacteriana. Micrografía electrónica que mues- 
tra un par de bacterias en conjugación unido por una estructura de la célula 
donadora conocida como fimbria o pili F, a través de la cual se transfiere el 
DNA. (Cortesía DE CHARLES C. BRINTON, JR., Y JUDITH CARNAHAN.) 


Las células de tipo eucariota poseen diversos mecanismos 
de locomoción compleja, mientras que los de los procariotas son 
relativamente sencillos. El movimiento de una célula procariota 
se lleva a cabo mediante un filamento delgado de proteína lla- 
mado flagelo, el cual sobresale de una célula y es capaz de girar 
(fig. 1-14a). Las rotaciones de este flagelo que pueden sobrepasar 
1000 veces por segundo ejercen presión sobre el líquido circun- 
dante, impulsando la célula a través de su entorno. Algunas células 
eucariotas, incluidas muchos protistas y células germinales, tam- 
bién poseen flagelos, pero las versiones eucariotas son mucho más 
complejas que los filamentos proteicos simples de las bacterias 
(fig. 1-14), y el movimiento lo genera un mecanismo diferente. 

En los párrafos anteriores se mencionaron varias de las di- 
ferencias más relevantes entre los niveles de organización celu- 
lar procariota y eucariota. Se revisan muchos de estos puntos en 
capítulos posteriores. Antes de asegurar que los procariotas son 
inferiores, se debe considerar que estos organismos han perma- 
necido en la Tierra por más de 3000 millones de años y en este 
momento millones de ellos se encuentran sobre la superficie del 
cuerpo humano o consumen en abundancia los nutrimentos que 
se hallan en el tubo digestivo. Por lo común se considera a estos 
microorganismos como criaturas individuales y solitarias, pero 
descubrimientos recientes mostraron que viven en complejas co- 
munidades multiespecíficas llamadas biopelículas. Un ejemplo de 
biopelícula es la placa que cubre nuestros dientes. Las diferentes 
células en una biopelícula pueden realizar diferentes actividades 
especializadas, lo cual no difiere de lo que ocurre en el caso de las 
células de una planta o un animal. Obsérvese también que, des- 
de el punto de vista metabólico, los procariotas son organismos 
muy complejos y muy evolucionados. Por ejemplo, una bacteria 
como Escherichia coli, un habitante común del tubo digestivo de 
los seres humanos y las cajas de cultivo del laboratorio, tiene la 
capacidad de vivir y prosperar en un medio que contiene uno o 
dos compuestos orgánicos de bajo peso molecular y pocos iones 
inorgánicos. Otras bacterias son capaces de vivir con una dieta 
que sólo consiste en sustancias inorgánicas. Se ha identificado 
una especie de bacteria en pozos de miles de metros de profun- 
didad que vivía en rocas basálticas y producía hidrógeno mole- 
cular (H,) debido a las reacciones inorgánicas que llevaba a cabo. 
Por otro lado, las células eucariotas que tienen mayor capacidad 
metabólica requieren gran variedad de compuestos orgánicos, 
incluidos un gran número de vitaminas y otras sustancias esen- 
ciales que ellas no pueden sintetizar por sí mismas. De hecho, 
muchos de estos componentes esenciales de la dieta los producen 
las bacterias que habitualmente viven en el intestino grueso. 


Tipos de células procariotas 


Las diferencias entre las células procariotas y eucariotas se basan 
de manera principal en su complejidad estructural (como se de- 
talla en el cuadro 1-1) y no en las relaciones filogenéticas. Los 
procariotas están divididos en dos grandes grupos taxonómicos 
o dominios: Archaea (arqueobacterias) y Bacteria (o eubacterias). 
De acuerdo con la opinión actual, los miembros de la arqueo- 
bacteria se vinculan de forma más estrecha con los eucariotas 
respecto de otros grupos de procariotas (Bacteria). Los experi- 
mentos que llevaron a descubrir que la vida está representada por 
tres distintas ramas se revisan en la sección Vías experimentales 


al final del capítulo. 
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Flagelos 


30 nm 


0.12 um 


FIGURA 1-14 Diferencia entre flagelos procariotas y eucariotas. (a) 
La bacteria Salmonella con sus numerosos flagelos. El recuadro mues- 
tra una vista amplificada a gran aumento de una parte del flagelo 
bacteriano único, que consta sobre todo de una sola proteína llamada 
flagelina. (4) Cada uno de estos espermatozoides humanos está pro- 
visto de un movimiento ondulatorio de un flagelo único. El recuadro 
representa una sección transversal del flagelo de un espermatozoide de 
mamífero cerca de la punta. Los flagelos de las células eucariotas son 
tan parecidos que esta sección transversal podría ser la de un protista o 
un alga verde. (A: TOMADA DE BERNARD R. GERBER, Lewis M. Rout- 
LEDGE, Y SHIRO TakasHIMa, J Mor Bior 71:322, 1972. O 1972, con 
AUTORIZACIÓN DE PUBLISHER ACADEMIC PRESS; RECUADRO, CORTE- 
sía DE JuLrus AnLeR Y M.L. DePamentcas; s: Davin M. PuiLLPs/ 
VisuaLs UNLIMITED; RECUADRO TOMADO DE Don W. FawceTT/VI- 
SUALS UNLIMITED.) 


El dominio arqueobacteria incluye a varios grupos de orga- 
nismos cuyos lazos evolutivos entre unos y otros se manifiestan 
por similitudes de la secuencia nucleótida de sus ácidos nucleicos. 
Las especies más conocidas de arqueobacteria son las que viven 
en ambientes extremos e inhóspitos; a menudo se conocen como 
“extremófilas”. Entre los organismos de arqueobacteria figuran 
los metanógenos (procariotas capaces de convertir los gases CO, 
y H, en gas metano [CH,]); los halófilos (procariotas que viven 
en ambientes en extremo salados, como el Mar Muerto o algunas 
cuencas oceánicas profundas con salinidad equivalente a la del 
MgCl, 5M); acidófilos (procariotas que tienen preferencias por 
ambientes ácidos, que viven a un pH tan bajo como cero, como 
los que se encuentran en los líquidos que drenan de las minas 
abandonadas); y termófilos (procariotas que viven a muy altas 
temperaturas). En este último grupo se incluye a las hipertermó- 
filas, que viven en chimeneas hidrotermales del fondo marino. Al 
poseedor del registro más elevado en este grupo se le denomina 
“cepa 121”, porque es capaz de vivir y dividirse en agua superca- 
liente a una temperatura de 121°C, que resulta ser la temperatura 
utilizada para esterilizar equipo quirúrgico en autoclave. 

Todos los otros procariotas se clasifican en el dominio de 
Bacteria. Este dominio incluye a las células vivas más pequeñas, 
el micoplasma (0.2 um de diámetro), que también son los únicos 
procariotas conocidos sin una pared celular y que contienen un 
genoma con apenas 500 genes. Las bacterias están presentes en 
todos los ambientes conocidos sobre la Tierra, desde los hielos 
polares antárticos hasta los desiertos más secos del Africa y los 
confines internos de las plantas y animales. Asimismo hay que 
mencionar a las bacterias que viven en sustratos rocosos situados 
a varios kilómetros de profundidad. Se piensa que algunas de es- 
tas comunidades bacterianas se aislaron de la vida en la superficie 
hace más de 100 millones de años. Los procariotas más com- 
plejos son las cianobacterias. Estas poseen membranas citoplas- 
máticas, que sirven como sitios para la fotosíntesis (fig. 1-15a). 
Las membranas citoplasmáticas de las cianobacterias son muy 
parecidas a las membranas fotosintéticas presentes dentro de los 
cloroplastos de las células vegetales. Como en las plantas, orga- 
nismos eucariotas, la fotosíntesis en cianobacterias se lleva a cabo 
al romper las moléculas de agua para liberar oxígeno molecular. 

Muchas cianobacterias no sólo son capaces de realizar la fo- 
tosíntesis, sino también la fijación de nitrógeno, esto es, la con- 
versión de nitrógeno (N,) gaseoso en formas reducidas de nitró- 
geno (como amoniaco, NH,) que pueden utilizar las células en 
la síntesis de compuestos orgánicos que contienen nitrógeno, 
incluidos aminoácidos y nucleótidos. Estas especies celulares ca- 
paces de efectuar la fotosíntesis y la fijación de nitrógeno pueden 
sobrevivir con los recursos esenciales (luz, N,, CO, y H,O). Por 
lo tanto, no es de sorprender que las cianobacterias sean los pri- 
meros organismos que colonizan las rocas sin vida formadas por 
una erupción volcánica. Otro hábitat poco común ocupado 
por las cianobacterias se muestra en la figura 1-154. 


Diversidad procariota La mayoría de los microbiólogos co- 
noce sólo aquellos microorganismos que son capaces de crecer en 
un medio de cultivo. Cuando un paciente, con alguna infección 
de las vías respiratorias o urinarias, acude con su médico, uno de 
los primeros pasos es la solicitud del cultivo del agente patógeno. 
Una vez que se ha cultivado, el microorganismo puede identifi- 
carse y es posible establecer el tratamiento adecuado. El cultivo 
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(a) 


FIGURA 1-15 Cianobacterias. (a) Micrografía electrónica de una cia- 
nobacteria que ilustra las membranas citoplásmicas en las que se rea- 
liza la fotosíntesis. Estas membranas concéntricas son muy parecidas 
a las membranas tilacoides presentes dentro de los cloroplastos de las 
células vegetales, una característica que apoya la hipótesis de que los 


de la mayor parte de procariotas causantes de enfermedades 
fue relativamente sencillo, pero esto mismo no fue posible para 
aquellos que viven de manera libre en la naturaleza. El problema 
es agravado por el hecho de que los procariotas son apenas visi- 
bles en un microscopio óptico y con frecuencia su morfología no 
se puede precisar. A la fecha, se han identificado casi 6000 espe- 
cies de células procariotas por medio de técnicas tradicionales, lo 
que constituye menos de 0.1% de los millones de especies pro- 
cariotas que se cree que existen en la Tierra. Nuestra apreciación 
de la diversidad de las comunidades procariotas se incrementó 
en forma espectacular en años recientes con el uso de técnicas 
moleculares que no requieren aislamiento de un microorganismo 
en particular. 

Supóngase que el objeto de estudio es la diversidad de pro- 
cariotas que viven en las capas superficiales del océano Pacífico 
de la costa de California. En lugar de cultivar tales organismos, 
lo cual podría ser inútil, un investigador puede concentrar las 
células de una muestra de agua de océano, extraer el DNA y 
analizar ciertas secuencias de DNA presentes en la preparación. 
Todos los organismos comparten ciertos genes, por ejemplo, 
aquellos que codifican los RNA (ácidos ribonucleicos) presen- 
tes en los ribosomas o las enzimas de ciertas vías metabólicas. 
Aunque todos los organismos pueden compartir dichos genes, 
las secuencias de los nucleótidos que constituyen los genes varían 
de manera considerable de una especie a otra. Esto es la base de 
la evolución biológica. 

Al utilizar técnicas que revelan las diversas secuencias de 
DNA de un gen en particular en un hábitat en especial, se sabe 
directamente la diversidad de especies que hay en dicho hábitat. 
Las técnicas recientes de secuenciación se han vuelto más rápi- 
das y más rentables de forma que casi todos los genes presentes 
en los microbios de un hábitat en específico pueden someter- 
se a estudios de secuenciación, creando un genoma colectivo o 
metagenoma. Este método puede proporcionar información con 
respecto a los tipos de proteínas que producen dichos microor- 
ganismos y con respecto a muchas de las actividades metabólicas 
en las cuales participan. 


(b) 


cloroplastos evolucionaron a partir de las cianobacterias simbióticas. 
(2) A las cianobacterias que viven dentro del pelo de los osos polares se 
atribuye el color verdoso extraño de su pelaje. (A: CORTESÍA DE NORMA 
J. LANG; B: CORTESÍA DE ZOOLOGICAL SOCIETY OF San Diego.) 


Se han utilizado las mismas estrategias moleculares para 
explorar la notable diversidad de los “pasajeros invisibles” que 
viven alrededor o en nuestro cuerpo, en los hábitat como tubo 
digestivo, boca, vagina y piel. Esta colección de microbios, que se 
conoce como microbioma, es tema de varios esfuerzos internacio- 
nales de investigación dirigidos a identificar y caracterizar estos 
microorganismos en personas de diferentes edades, regímenes 
alimentarios, geografía y estados de salud. Por ejemplo, se ha de- 
mostrado que los seres humanos obesos y delgados tienen pobla- 
ciones bacterianas notablemente diferentes en su tubo digestivo. 
Conforme un individuo obeso pierde peso, su perfil bacteriano 
se modifica para hacerse similar al de los individuos más delga- 
dos. Estudios realizados en ratones sugieren que algunas especies 
bacterianas que predominan en individuos obesos pueden liberar 
más calorías de los alimentos ingeridos que sus contrapartes en 
el tubo digestivo de individuos delgados, lo que contribuye aún 
más al incremento de peso. 

Los biólogos han encontrado, con técnicas moleculares ba- 
sadas en la secuenciación, que la mayor parte de los hábitat sobre 
la Tierra están saturados de vida procariota aún no caracterizada. 
Un estimado de la cantidad de procariotas en los principales am- 
bientes terrestres se muestra en el cuadro 1-2. Ahora se piensa 


CUADRO 1-2 Cantidad de biomasa de procariotas en el mundo 


Número de células Pg de C en 


Ambiente procariotas x 1028 procariotas* 

Hábitat acuático 12 2.2 

Superficie oceánica 355 303 
marina 

Suelo terrestre 26 26 

Capa profunda de la 25-250 22-215 
superficie terrestre 

Total 415-640 353-546 


*1 Pg (Petagramo) = 10% g. 
Fuente: W. B.W hitman et al., Proc. Nat 7. Acad. Sci. U. S.A. 95:6581, 1998. 
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que más de 90% de estos organismos vive bajo los sedimentos 
de la profundidad de los océanos y en los estratos superficia- 
les del suelo. Hasta hace una década se suponía que estos sedi- 
mentos profundos sólo estaban poblados de manera escasa por 
organismos vivos. El cuadro 1-2 también muestra un estimado 
de la cantidad de carbono que incorpora el mundo de las células 
procariotas. Para traducir este número a términos más familiares, 
éste es comparable a la cantidad total de carbono presente en 
toda la vida del mundo vegetal. 


Tipos de células eucariotas: 
especialización celular 


En muchos aspectos, las células eucariotas más complejas no se 
encuentran dentro de las plantas o animales, sino en los protis- 
tas, organismos de una sola célula (unicelulares), como los que 
se muestran en la figura 1-16. Todos los mecanismos necesarios 
para las actividades complejas en las cuales intervienen estos or- 
ganismos (sensores ambientales, captación de alimento, elimi- 
nación del exceso de líquidos, evasión de depredadores) están 
confinados dentro de una sola célula. 


FIGURA 1-16 Vorticella, un protista ciliado complejo. Aquí se pueden 
observar varios de estos organismos unicelulares; la mayoría tiene con- 
traída su “cabeza” por el acortamiento de la banda contráctil en su tallo 
teñida de azul. Cada célula posee un gran núcleo llamado macronúcleo 
(flecha), que contiene muchas copias de los genes. (CAROLINA B10LOGI- 
CAL SuPPLY Co./PHOoTOTAKE.) 


Los organismos unicelulares complejos representan una vía 
evolutiva. Un camino alternativo ha llevado a la evolución de 
los organismos multicelulares en la cual diferentes tipos celulares 
especializados efectúan distintas actividades. Las células especia- 
lizadas se forman por un proceso conocido como diferenciación. 
Por ejemplo, un óvulo humano fecundado experimenta un desa- 
rrollo embrionario que lleva a la formación de alrededor de 250 
tipos distintos de células diferenciadas. Algunas de ellas forma- 
rán parte de una glándula digestiva específica, otras se convier- 
ten en componentes de un gran músculo esquelético, otras más 
constituyen un hueso, etc. (fig. 1-17). La ruta de diferenciación 
seguida por cada célula embrionaria depende de manera funda- 
mental de las señales que ésta recibe del ambiente circundante; 
dichas señales dependen a su vez de la posición de dicha célula 
dentro del embrión. Como se revisa en la sección Perspectiva 
humana en este capítulo, los investigadores han aprendido a con- 
trolar el proceso de diferenciación en cajas de cultivo y aplicar 
este conocimiento al tratamiento de las enfermedades humanas 
complejas. 

Como resultado de la diferenciación, distintos tipos celula- 
res adquieren una apariencia característica y contienen materia- 
les únicos. Las células musculoesqueléticas poseen una estructu- 
ra de filamentos muy bien alineados, compuestos de proteínas 
contráctiles únicas; las células de cartílago están rodeadas por 
una matriz típica que contiene polisacáridos y por la proteína 
colágena, que en conjunto suministran el apoyo mecánico; los 
eritrocitos son estructuras en forma de disco y llevan la proteína 
hemoglobina, que transporta oxígeno, y así sucesivamente. No 
obstante, a pesar de sus múltiples diferencias, las células de una 
planta o animal están compuestas de organelos semejantes. Por 
ejemplo, las mitocondrias se localizan en todos los tipos celula- 
res. Sin embargo, en un tipo celular pueden tener forma redonda 
y en otro un aspecto muy alargado. En cada caso, el número, apa- 
riencia y localización de los diferentes organelos pueden correla- 
cionarse con la actividad de cada tipo celular. Se puede establecer 
una analogía con las diferentes secciones orquestales: todas eje- 
cutan las mismas notas, pero varían por el arreglo de cada una y 
su carácter único y belleza. 


Organismos modelo Los organismos vivos son muy diver- 
sos y los resultados obtenidos de un análisis experimental pue- 
den depender del organismo en particular bajo estudio. Como 
resultado, los biólogos celulares y moleculares enfocan sus acti- 
vidades de investigación en un pequeño número de “organismos 
representativos” u organismos modelo. Se espera que un cuerpo 
de conocimiento extenso basado en tales estudios constituya un 
marco de referencia que permita comprender los procesos bási- 
cos que son compartidos por muchos organismos, en especial el 
ser humano. Esto no quiere decir que muchos otros organismos 
no se utilicen ampliamente en el estudio de la biología celular y 
molecular. No obstante, seis organismos modelo, un procariota 
y cinco eucariotas, han captado mucho la atención: una bacte- 
ria, E. coli, una levadura, Saccharomyces cerevisiae, una planta con 
flor, Arabidopsis thaliana, un nematodo, Caenorhabditis elegans; 
una mosca de la fruta, Drosophila melanogaster, y un ratón, Mus 
musculus. Cada uno de ellos posee ventajas específicas que los 
torna en particular útiles como objeto de investigación y para 
responder ciertas preguntas. Asimismo, cada uno de estos orga- 
nismos se representa en la figura 1-18 y en el pie de esta figura 


16 Capítulo 1 INTRODUCCIÓN AL ESTUDIO DE LA BIOLOGÍA CELULAR Y MOLECULAR 


Haz de 
células 
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Células del 
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Células del tejido adiposo 


Células del epitelio intestinal 


FIGURA 1-17 Vías de diferenciación celular. Algunos de los tipos de células diferenciadas presentes en los fetos humanos. (MICROGRAFÍAS, CORTE- 


sía DE MicHaEL Ross, UNIVERSITY OF FLORIDA.) 


se describen algunas de sus ventajas como sistemas de investiga- 
ción. Este texto se enfoca en los resultados obtenidos a partir de 
los estudios realizados en sistemas de mamíferos, sobre todo en 
el ratón y el cultivo de células de mamífero, en virtud de que estos 
hallazgos son más aplicables a los seres humanos. Aun así, habrá 
ocasión de describir las investigaciones efectuadas en células de 
otras especies. Es sorprendente descubrir cuán semejante es el 
hombre a nivel celular y molecular respecto de estos organismos 
mucho más pequeños y simples. 


Tamaño de las células y sus componentes 


La figura 1-19 muestra las dimensiones relativas de diferentes 
estructuras de interés en biología celular. De forma habitual se 
utilizan dos unidades de medición lineal para describir el inte- 
rior de una célula: el micrómetro (pum) y el nanómetro (nm). 
Un micrómetro es igual a 10 metros y un nm a 10? metros. El 
angstrom (Å), que es igual a una décima parte de un nanómetro, 


la utilizan muchas veces los biólogos moleculares para cuan- 
tificar dimensiones atómicas. De manera simple, un angstrom 
equivale al diámetro de un átomo de hidrógeno. Las molécu- 
las biológicas grandes (p. ej., macromoléculas) se describen en 
angstroms o nanómetros. La mioglobina, una proteína globular 
típica cuyo tamaño es de 4.5 nm X 3.5 nm X 2.5 nm, y las pro- 
teínas muy largas (como la colágena o la miosina) son mayores 
de 100 nm de longitud, y el DNA es de 2.0 nm de ancho. Los 
complejos macromoleculares, como los ribosomas, microtúbu- 
los y microfilamentos, oscilan entre 5 y 25 nm de diámetro. A 
pesar de sus pequeñas dimensiones, estos complejos macromo- 
leculares son de forma destacada las complejas “nanomáquinas” 
capaces de realizar diversas actividades mecánicas, químicas y 
eléctricas. 

Las células y sus organelos se cuantifican con mayor facili- 
dad en micrómetros. Por ejemplo, el núcleo posee un diámetro 
aproximado de 5 a 10 um y la mitocondria, de 2 um de largo. 
Por lo general, las células procariotas se encuentran en los límites 
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(d) (e) 


FIGURA 1-18 Seis organismos modelo. (a) Escherichia coli es una bacteria 
de forma alargada que vive en el tubo digestivo de seres humanos y otros 
mamíferos. Gran parte de lo que se revisa acerca de la biología molecular 
básica de la célula, incluidos los mecanismos de replicación, transcripción 
y traducción, se trabajó de manera original en este organismo procariota. 
La organización relativamente simple de una célula procariota se ilustra 
en esta micrografía electrónica (compárese con la parte 4 de una célula 
eucariota). (4) Saccharomyces cerevisiae, mejor conocida como levadura de 
panadería o cervecería. Éste es el eucariota menos complejo y más estudia- 
do; contiene un número sorprendente de proteínas que son homólogas de 
las proteínas de las células humanas. Tales proteínas ejercen una función 
conservada en los dos organismos. La especie tiene un genoma pequeño 
que codifica cerca de 6 200 proteínas; puede crecer en estado haploide (una 
copia de cada gen por célula en lugar de dos, como en la mayor parte de 
las células eucariotas); y puede crecer en condiciones aeróbicas (con O) 
y anaeróbicas (sin O,). Es ideal para la identificación de genes a través 
del uso de mutantes. (c) Arabidopsis thaliana, un miembro de un género 
de plantas de mostaza, tiene un genoma muy pequeño (120 millones de 
pares de bases) para una planta con flores, un tiempo de generación rápi- 
do, una producción numerosa de semillas y crecimiento de unos cuantos 
centímetros de altura. (4) Caenorhabditis elegans, un nematodo microscó- 
pico, se integra con un número definido de células (alrededor de 1000), 


Y 


cada una de las cuales se desarrolla de acuerdo con un patrón preciso de 
divisiones celulares. El animal tiene una pared corporal transparente y un 
tiempo de generación corto y manejable para los análisis genéticos. Esta 
micrografía muestra el sistema nervioso de la larva, que se marcó con la 
proteína verde fluorescente (GFP). El Premio Nobel de 2002 se concedió 
a los investigadores pioneros de este estudio. (e), Drosophila melanogaster, 
la mosca de la fruta, es un eucariota pequeño pero complejo que fue por 
casi 100 años el animal favorito para los estudios genéticos. El organismo 
también es adecuado para estudios de biología molecular del desarrollo y 
de las bases neurológicas del comportamiento. Ciertas células de larvas tie- 
nen cromosomas gigantes, cuyos genes individuales se pueden identificar 
para estudios de evolución y expresión genética. (f) Mus musculus, el ratón 
doméstico común, se aloja y mantiene de manera sencilla en el laborato- 
rio. Se han desarrollado miles de cepas diferentes desde el punto de vista 
genético, muchas de las cuales se guardan como embriones congelados por 
la falta de espacio para albergar a animales adultos. El “ratón desnudo” que 
se muestra en la fotografía se desarrolló como animal atímico y es capaz 
de aceptar injertos de piel humana sin rechazo. (a y B: BropHoTo Asso- 
CIATES/PHoTO RESEARCHERS; C: Jean CLAUDE RevY/PHOTOTAKE; D: DE 
Karra KnoBEL, Kim SCHUSKE, Y ERIK JORGENSEN, TRENDS GENETICS, 
VOL. 14, COVER #12, 1998; £: Dennis KunkEL/VisuaLs UNLIMITED; F: 
TED SPIEGEL/CorBIS IMAGES.) 


de 1 a 5 um de largo y las eucariotas de 10 a 30 um. Hay varias 
razones por las cuales la mayor parte de las células son pequeñas. 
Considérense las siguientes. 


La mayor parte de las células eucariotas posee un solo nú- 
cleo que contiene únicamente dos copias de la mayoría de 
los genes. Debido a que los genes sirven como moldes para la 
producción de RNA mensajeros portadores de información, 
una célula sólo puede producir un número limitado de estos 
RNA en un tiempo específico. El gran volumen citoplásmico 
de la célula hace posible sintetizar los mensajes que requiere 
esta célula. 


A medida que una célula incrementa su tamaño, decrece la 
relación área de superficie/volumen.* La capacidad de una 
célula para intercambiar sustancias con su medio ambiente 
es proporcional a su área de superficie. Si una célula creciera 
más allá de cierto tamaño, su superficie podría ser insuficiente 
para captar las sustancias (p. ej., oxígeno, nutrimentos) nece- 
sarias para sustentar sus actividades metabólicas. Las células 


3El lector puede constatar este enunciado calculando el área superficial y el 
volumen de un cubo cuyos lados miden 1 cm en comparación con un cubo con 
lados de 10 cm. La relación área superficial/volumen del cubo pequeño es más 
grande en grado notable que la del cubo grande. 
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FIGURA 1-19 Tamaños relativos de las células y sus componentes. 
Las estructuras que se muestran son diferentes en tamaño por más de 
siete órdenes de magnitud. 


especializadas en la absorción de solutos, como las del epitelio 
intestinal, poseen casi siempre microvellosidades por medio 
de las cuales se incrementa en gran medida el área superfi- 
cial disponible para el intercambio (fig. 1-3). El interior de 
una gran célula vegetal lo ocupa la mayoría de las veces una 
gran vacuola llena de líquido, en lugar de un citoplasma activo 
a nivel metabólico (fig. 8-364). 

m Una célula depende en gran medida del movimiento aleatorio 
de las moléculas (difusión). Por ejemplo, el oxígeno debe difun- 
dirse desde la superficie de la célula a través del citoplasma hasta 
el interior de su mitocondria. El tiempo necesario para esta di- 
fusión es proporcional al cuadrado de la distancia que se reco- 
rre. Por ejemplo, el O, necesita sólo 100 microsegundos para 
difundirse a una distancia de un micrómetro, pero un tiempo de 
10% veces mayor para difundirse una distancia de un milímetro. 
Cuando una célula es grande y aumenta la distancia de la super- 
ficie al interior, el tiempo necesario para el movimiento por di- 
fusión de las sustancias hacia dentro y fuera de una célula activa 
en sentido metabólico puede ser muy grande e inoperante. 


Biología sintética 


Un objetivo de un campo de investigación en biología, a me- 
nudo conocido como biología sintética, es crear células vivas en 
el laboratorio, esencialmente por “raspado”. Una motivación de 
los investigadores es lograr la hazaña y, en el proceso, demostrar 
que la vida a nivel celular surge de manera espontánea cuando se 
reúnen en forma apropiada los elementos a partir de materiales 
sintetizados por medios químicos. En este punto en el tiempo, los 
biólogos están muy lejos de lograr la hazaña, y muchos miembros 
de la sociedad podrían argumentar que esto nunca ocurrirá. Un 
objetivo más modesto de la biología sintética es desarrollar for- 
mas novedosas de vida, iniciando con los organismos existentes, y 
que son de singular utilidad en medicina y en la industria o para 
la limpieza del medio ambiente. Por ejemplo, podría ser posible 
“construir” una especie de bacteria que convirtiera la celulosa, el 
principal constituyente de las paredes celulares vegetales, en un 
combustible biológico como los hidrocarburos que se encuentran 
en la gasolina. Si, como la mayoría de los biólogos argumentan, las 
propiedades y actividades de la descendencia de una célula provie- 
nen de la “huella genética celular”, entonces sería posible crear un 
nuevo tipo de célula al introducir nueva información genética en 
el citoplasma de una célula existente. La factibilidad de cumplir 
este tipo de hazaña se demostró en el año 2007 cuando el genoma 
de una bacteria se sustituyó con el de una especie estrechamente 
relacionada, transformando de manera eficaz una especie en otra. 
En otro logro importante en el campo de la biología sin- 
tética, en el año 2008 se reportó la síntesis química del genoma 
completo de la bacteria Mycoplasma genitalium. El genoma de 
esta bacteria, el más pequeño de cualquier microorganismo que 
puede cultivarse en el laboratorio, consiste de una molécula cir- 
cular de DNA de casi 580 000 pares de bases de longitud, que da 
origen a casi 500 genes. Para lograr esta hazaña, los investigado- 
res iniciaron con la síntesis química de segmentos pequeños de 
DNA de casi 100 bases de longitud, que es lo máximo permitido 
con las técnicas disponibles. La secuencia de las bases de cada 
uno de estos fragmentos pequeños se determinó con precisión 
por los investigadores para equiparar con la secuencia natural, 
con unas cuantas alteraciones intencionales. Los segmentos sin- 
téticos pequeños fueron ensamblados en fragmentos más grandes 
de DNA, que finalmente se unieron para crear un genoma bacte- 
riano completo. Al momento de escribir esto, el genoma sintético 
no había sido introducido en una célula bacteriana viva, pero 
esto no es una barrera importante dado que los experimentos 
para sustitución de genoma se describieron antes en este tex- 
to. Una vez que esto se ha logrado, el equipo de investigadores 
producirá células que contienen el “esqueleto genético” al cual 
puedan añadirse nuevos genes obtenidos de otros organismos. 
Por último, esta línea de investigación llevará a la posibilidad de 
crear nuevas formas de vida que posean propiedades novedosas. 


1. Compare una célula procariota y una eucariota con respec- 
to a sus diferencias en estructura, función y metabolismo. 

2. ¿Cuál es la importancia de la diferenciación celular? 

3. ¿Por qué las células casi siempre son microscópicas? 

4. Si una mitocondria midiera 2 um de largo, ¿a cuántos 
angstroms, nanómetros y milímetros equivale? 


Para una persona con corazón o hígado con insuficiencia, un trasplante 
de órgano es la mejor esperanza para su supervivencia y el reingreso a la 
vida productiva. El trasplante de órganos es uno de los logros más impor- 
tantes de la medicina moderna, aunque su aplicación está muy limitada 
por la disponibilidad de donadores de órganos y el alto riesgo de rechazo 
inmunitario. Es importante imaginar las posibilidades del cultivo celular 
y de órganos en el laboratorio y la utilización de éstos para reemplazar las 
partes dañadas o sin función del organismo. Estudios recientes han dado 
a los investigadores la esperanza de que uno de estos días el tratamiento 
será una realidad común. Para entender mejor el concepto del tratamien- 
to de reemplazo celular puede considerarse un procedimiento llevado a 
cabo en la actualidad conocido como trasplante de médula ósea, en el cual 
las células se obtienen del interior de los huesos pélvicos de un individuo 
donador y se transfunden al cuerpo de un receptor. 

El trasplante de médula ósea se practica sobre todo para tratar lin- 
fomas y leucemias, los cuales son tipos de cáncer que afectan la naturale- 
za y el número de las células blancas sanguíneas. Para efectuar este proce- 
dimiento, el paciente se expone a un alto nivel de radiación o se trata con 
sustancias tóxicas, o ambas cosas; estos agentes destruyen a las células 
cancerosas pero también a las células relacionadas con la formación de 
células sanguíneas de los glóbulos rojos y blancos (eritrocitos y leucoci- 
tos). El tratamiento tiene efecto porque las células que generan la sangre 
son de manera particular muy sensibles a la radiación y a las sustancias 
tóxicas. Una vez que las células que forman la sangre de un individuo se 
destruyen, se reemplazan con células de la médula ósea trasplantadas que 
proceden de un donador sano. La médula ósea puede regenerar el tejido 
sanguíneo del receptor del trasplante porque contiene un pequeño por- 
centaje de células que pueden proliferar y restituir el tejido de la médula 
ósea que produce la sangre en el paciente.* Las células que producen san- 
gre en la médula ósea se denominan células progenitoras hematopoyé- 
ticas (o HSC), que se encargan del reemplazo de millones de leucocitos 
y eritrocitos que envejecen y mueren cada día en el organismo (fig. 17-6). 
De manera asombrosa, una sola HSC es capaz de reconstruir el sistema 
hematopoyético completo (que forma sangre) de un ratón radiado. Cada 
vez más padres piden que se guarde la sangre del cordón umbilical del 
recién nacido como una forma de “póliza de seguro de células progeni- 
toras” contra la posibilidad de que su hijo llegue a sufrir una enfermedad 
susceptible de ser tratada con la administración de HSC. 

Las células progenitoras se definen como células no diferenciadas 
que 1) son capaces de renovarse a sí mismas, es decir, que pueden producir 
más células a partir de sí mismas y 2) son multipotenciales, es decir, son 
capaces de diferenciarse en dos o más tipos de células maduras. Las HSC 
de la médula ósea son tan sólo un tipo de células progenitoras. La ma- 
yoría si no todos los órganos de un ser humano adulto contienen células 
progenitoras capaces de reponer las células específicas del tejido en que 
se encuentran. Incluso el cerebro del adulto, que no es reconocido por su 
capacidad de regeneración, contiene células progenitoras que pueden ge- 
nerar nuevas neuronas y células gliales (las células de sostén del cerebro). 
En la figura 1a se muestra una célula madre individual hallada en tejido 
musculoesquelético adulto; se piensa que estas “células satélite”, como se 
les llama, se dividen y diferencian según sea necesario para la reparación 
de tejido muscular lesionado. En la figura 14 se muestra un cultivo de 
células adiposas (grasas) que se han diferenciado in vitro a partir de célu- 
las progenitoras adultas que se encuentran presentes en el tejido adiposo. 


1E] trasplante de médula ósea puede compararse con una simple transfusión 
sanguínea en la que el receptor obtiene células sanguíneas diferenciadas (en 
especial glóbulos rojos y plaquetas) presentes en la circulación. 
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FIGURA 1 Célula progenitora muscular de un adulto. (4) Parte de una 
fibra muscular, con sus múltiples núcleos teñidos de azul. Una célula ma- 
dre individual (amarillo) se observa alojada entre la superficie externa de 
la fibra muscular y una capa extracelular (o membrana basal), teñida de 
rojo. La célula progenitora no diferenciada presenta este color amarillo 
porque expresa una proteína que no se encuentra en la fibra muscular 
diferenciada. (4) Célula progenitora adulta sometida a diferenciación a 
célula adiposa en cultivo. Las células progenitoras capaces de este proceso 
están presentes en tejido adiposo adulto y también en la médula ósea. (A: 
TOMADA DE CHARLOTTE A. COLLINS ET AL., CELL 122:291, 2005; con 
AUTORIZACIÓN DE CELL PRESS. B: CORTESÍA DE THERMO FISHER SCIEN- 
TIFIC, DE NATURE 451:855, 2008). 


Una serie interesante de estudios que se realizaron en fecha reciente 
es en una cepa de labradores retriever que sufrieron una enfermedad he- 
reditaria por un trastorno musculoesquelético muy similar a la distrofia 
muscular de los seres humanos. Los investigadores aislaron células proge- 
nitoras de los músculos de estos perros, corrigieron el trastorno genético 
en células aisladas y ampliaron el número de células con modificación ge- 
nética al hacerlas crecer en medios de cultivo. Cuando estas células proge- 
nitoras se inyectaron de nuevo a los animales enfermos, muchos de ellos 
recuperaron músculo estriado cuando regresaron a sus sitios habituales de 
residencia. De vuelta en el tejido muscular, las células corregidas se dividie- 
ron y diferenciaron en nuevas células musculares y, al hacer esto, contribu- 
yeron a mejorar en forma notable la movilidad y la marcha de los animales 
enfermos. Existe un optimismo considerable de que tipos similares de mé- 
todos terapéuticos pudieran emplearse en seres humanos. Por ejemplo, el 
corazón de seres humanos contiene células progenitoras que son capaces 
de diferenciarse en células musculares cardiacas (miocardiocitos) y en vasos 
sanguíneos cardiacos. Estas células progenitoras tienen el potencial de re- 
generar tejido cardiaco sano en pacientes que han experimentado ataques 
cardiacos graves o que sufren de insuficiencia cardiaca congestiva. Las cé- 
lulas progenitoras adultas son un sistema ideal para tratamientos de susti- 
tución celular porque pueden aislarse en forma directa del paciente, hacerse 
crecer en medios de cultivo y reintroducirse de nuevo al mismo paciente. 

Aunque las células progenitoras adultas finalmente demostraron 
ser un recurso invaluable en el tratamiento de sustitución celular, es- 
tudios clínicos llevados a cabo hasta la fecha han sido desalentadores. 
En los últimos decenios se ha generado gran excitación con respecto a 
los estudios de células progenitoras embrionarias (ES, embryonic stem), 
que son un tipo de células progenitoras aisladas de embriones muy jóve- 
nes de mamíferos (fig. 2). Estas son células en embriones tempranos que 
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FIGURA 2 Procedimiento para obtener células diferenciadas para 
el tratamiento de reemplazo celular. Se toma un pequeño fragmen- 
to de tejido del paciente y el núcleo de una de las células se implanta 
en un oocito donador al que antes se le eliminó su núcleo. Se permite 
que el oocito (huevo) resultante se desarrolle como embrión temprano, 
se obtienen y cultivan las células progenitoras embrionarias derivadas. 
Se induce a una población de estas células progenitoras embrionarias 
a diferenciarse en las células requeridas, que luego se implantan en el 
paciente para restaurar la función del órgano afectado. 


darán origen a las diversas estructuras del feto de mamífero. A diferen- 
cia de las células progenitoras adultas, las células ES son p/uripotenciales, 
es decir, son capaces de diferenciarse en casi cualquier tipo de célula 
corporal. En la mayor parte de los casos, las células ES se han aislado de 
embriones proporcionados por clínicas de fecundación in vitro. A nivel 
mundial, se dispone para investigación experimental de docenas de lí- 
neas de células ES humanas genéticamente distintas, cada una derivada 
de un solo embrión. 

El objetivo a largo plazo de los investigadores clínicos es aprender 
de qué manera las células ES se diferencian en cultivo en cada uno de 
los diversos tipos celulares que podrían utilizarse para el tratamiento 
de sustitución celular. Se ha logrado un avance considerable en este sen- 
tido, y varios estudios muestran que los trasplantes de células derivadas 
de ES diferenciadas pueden mejorar la salud de animales con órganos 
enfermos o dañados. Es probable que en los primeros ensayos en seres 
humanos se utilicen células, llamadas oligodendrocitos, que producen 
las vainas de mielina que recubren las células nerviosas (fig. 4-5). Por el 
método de ensayo y error se ha encontrado que las colonias puras de oli- 
godendrocitos podrían diferenciarse a partir de células ES humanas que 
fueron cultivadas en un medio que contiene insulina, hormona tiroidea 
y una combinación de ciertos factores de crecimiento. Cuando se colo- 
caban implantes de estos oligodendrocitos humanos en ratas con lesio- 
nes paralizantes de la médula espinal, los animales recuperaban un gra- 
do considerable de movilidad. En el año 2009 la FDA aprobó el primer 
estudio clínico en el cual se implantarían oligodendrocitos derivados de 
ES en pacientes que habían sufrido daño reciente en la médula espinal. 
También se planificaron estudios clínicos para el tratamiento de la dia- 
betes tipo 1 y degeneración de la mácula del ojo. El riesgo primario con 
este tipo de procedimiento es la presencia no detectada de células ES 
no diferenciadas entre la población de células diferenciadas. Las células 


ES no diferenciadas son capaces de formar un tipo de tumor benigno, 
llamado teratoma, que podría contener una masa peculiar de diversos 
tejidos diferenciados, incluidos cabellos y dientes. La formación de un 
teratoma dentro del sistema nervioso central podría tener consecuencias 
graves. Además, el cultivo de células ES al momento presente incluye 
el uso de materiales biológicos no humanos, lo que también impone 
riesgos potenciales de causar enfermedad. 

Aunque las células progenitoras del adulto son incapaces de experi- 
mentar la diferenciación ilimitada que es característica de las células ES, 
tienen una ventaja sobre éstas en el sentido de que pueden aislarse del 
individuo que se trata y por tanto no están expuestas al rechazo inmu- 
nitario cuando se usan en una reposición celular ulterior. Sin embargo, 
quizá sea posible “personalizar” células ES de modo que posean la misma 
constitución genética que el individuo al que se trata, y de este modo 
no queden sujetas al ataque del sistema inmunitario del receptor. Esto 
probablemente se logre en forma indirecta mediante un procedimiento 
conocido como transferencia nuclear de células somáticas (SCNT, somatic 
cell nuclear transfer), que se muestra en la figura 2 y que inicia con un hue- 
vo no fertilizado, una célula que se obtiene de los ovarios de una mujer 
donadora no relacionada. En este método, el núcleo del óvulo no fecun- 
dado sería sustituido por el núcleo de una célula del paciente por tratar, 
lo cual daría al óvulo la misma composición cromosómica del paciente. 
Entonces se permitiría al óvulo desarrollarse hasta una etapa embrionaria 
temprana, y las células ES se extraerían, cultivarían e inducirían a diferen- 
ciarse en el tipo de células necesarias para el paciente. Debido a que este 
procedimiento implica la formación de un embrión humano que sólo se 
usa como fuente de células ES, existen importantes cuestiones éticas que 
deben resolverse antes de que pueda practicarse de manera sistemática. 

Además, el proceso de SCNT es muy costoso y demandante desde 
el punto de vista técnico, que es muy improbable que pudiera ser parte 
habitual del tratamiento médico. Es más probable que, si en algún mo- 
mento se practica el tratamiento basado en células ES, esto dependería 
del uso de bancos celulares, que contarán con cientos o miles de células 
ES diferentes. Tales bancos podrían contener células con compatibili- 
dad hística suficiente para que sean adecuadas para su uso en la mayor 
parte de los pacientes. 

Durante mucho tiempo se pensó que el proceso de diferenciación 
celular en mamíferos era irreversible; una vez que una célula se trans- 
formaba en un fibroblasto, en un leucocito o en una célula cartilaginosa, 
nunca se modificaría para convertirse en otro tipo celular. Este con- 
cepto se tornó obsoleto en el año 2006, cuando Shinya Yamanaka et al. 
de la Kyoto University anunciaron un descubrimiento sorprendente; su 
laboratorio tuvo éxito en reprogramar una célula murina con diferen- 
ciación plena (en este caso un fibroblasto de tejido conjuntivo) en una 
célula progenitora pluripotencial. Lograron la hazaña de introducir en 
el fibroblasto murino los genes que codificaban cuatro proteínas fun- 
damentales que son características de las células ES. Estos genes (Oct, 
Sox2, KIA y Myc) parecen desempeñar una función clave para mantener 
las células en un estado indiferenciado que le permitirá continuar con 
la autorrenovación. Los genes se introdujeron en fibroblastos cultivados 
utilizando virus portadores de genes, y aquellas células poco comunes 
que se reprogramaron fueron separadas de las otras en un cultivo por 
medio de técnicas especializadas. Los investigadores denominaron a 
este nuevo tipo de células células pluripotenciales inducidas (iPS cells) y 
demostraron que eran pluripotenciales al inyectarlas en un blastocisto 
murino y encontrar que participaban en la diferenciación de todas las 
células corporales, lo que incluye a ovocitos y espermatozoides. Más o 
menos en el año siguiente se logró la misma hazaña de reprogramación 
en varios laboratorios con células humanas, y se demostró que las cé- 
lulas humanas iPS eran virtualmente indistinguibles de las células ES 
humanas auténticas con base en diversos criterios. Esto significa que los 
investigadores hoy en día cuentan con ellas como una fuente ilimitada 
de células pluripotenciales que pueden dirigirse para diferenciarse en 


varios tipos de células corporales utilizando protocolos experimentales 
similares para aquellos que ya desarrollaron células ES. Además, las cé- 
lulas iPS ya se han utilizado para corregir ciertos trastornos patológicos 
en animales de experimentación, lo que incluye anemia drepanocítica en 
un ratón, como se ilustra en la figura 3. Las células iPS también se han 
preparado de células adultas obtenidas de pacientes con trastornos ge- 
néticos, como enfermedad de Huntington y diabetes tipo 1. Los inves- 
tigadores han seguido la diferenciación de estas células iPS en células 
enfermas en cultivo. Se espera que tales estudios revelen los mecanismos 
de formación de la enfermedad conforme ésta se desarrolla en medios de 
cultivo en la forma en que normalmente ocurre en el interior del cuerpo, 
donde no es susceptible de observación. Tales “células enfermas” tam- 
bién podrían servir como objetivo para la realización de pruebas que 
analizan los efectos de los fármacos recién desarrollados para detener la 
progresión de la enfermedad. 

A diferencia de las células ES, la generación de células iPS no re- 
quiere el uso de un embrión. Esto elimina una de las reservas éticas que 
acompañaron el trabajo de las células ES y también facilitó en gran me- 
dida la producción de estas células en el laboratorio. De hecho, casi todo 
laboratorio que trabaja con células de mamífero cultivadas debe ser capaz 
de incursionar en este excitante campo, y ya muchos lo han hecho. Al 
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FIGURA 3 Pasos para generar células pluripotenciales inducidas (iPS) 
para su uso en la corrección de drepanocitosis hereditaria en ratones. 
Se obtienen células cutáneas del animal enfermo, se reprograman en me- 
dio de cultivo al introducir los cuatro genes necesarios, que son admi- 
nistrados a las células por medio de virus y se permite que se desarrollen 
células iPS pluripotenciales, indiferenciadas. Más tarde, las células iPS se 
tratan para sustituir el gen defectuoso (de globina) con una copia normal, y 
las células iPS corregidas son encauzadas para su diferenciación en células 
sanguíneas progenitoras en cultivo. Más tarde estas células progenitoras 
se inyectan al ratón enfermo, donde proliferan y se diferencian en células 
sanguíneas normales, por lo que el ratón se cura del trastorno. (BASADA EN 
UNA ILUSTRACIÓN REALIZADA POR RUDOLF JAENISCH, CELL 132:5, 2008). 


1.4 VIRUS S 


Hacia finales del siglo xıx, los trabajos de Louis Pasteur y otros 
habían convencido al mundo científico de que las enfermedades 
infecciosas de las plantas y los animales se debían a la presencia 
de bacterias, pero los estudios de la enfermedad del mosaico del 
tabaco en plantas de tabaco y la fiebre aftosa del ganado apunta- 
ron a la existencia de otro tipo de agente infeccioso. Se encontró, 
por ejemplo, que la savia de una planta de tabaco enferma podía 
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igual que con las células ES, hay dificultades a superar antes de que las 
células iPS puedan utilizarse como una fuente de células para el trata- 
miento en seres humanos. Será de gran importancia desarrollar técnicas 
de reprogramación celular eficientes de forma que no se utilicen virus 
portadores de genes, porque dichas células conllevan el potencial de de- 
sarrollar cánceres. Estudios recientes sugieren que esto puede lograrse. Al 
igual que las células ES, las células iPS indiferenciadas pueden dar origen 
a teratomas, de forma que es esencial que sólo las células completamente 
diferenciadas se trasplanten a seres humanos. También al igual que las 
células ES, las células iPS en uso a la fecha tienen los mismos antígenos 
hísticos que las células donadoras que originalmente la proporcionaron, 
de forma que estimularía en una respuesta inmunitaria si se trasplantan 
a otros organismos receptores humanos. Sin embargo, a diferencia de 
las células ES, será mucho más fácil generar células iPS personalizadas, 
compatibles desde el punto de vista hístico, porque pueden obtenerse de 
una simple biopsia cutánea obtenida de cada paciente. Aún así, tomará 
tiempo, costos y experiencia técnica considerables para generar población 
de células iPS a partir de un donador específico. En consecuencia, si las 
células ¡PS se desarrollan en algún momento para uso terapéutico, proba- 
blemente provengan de bancos celulares grandes que podrían proporcio- 
nar células con compatibilidad hística estrecha para la mayor parte de los 
receptores potenciales. Podría ser posible eliminar todos los genes de 
las células iPS que normalmente evitan que sean trasplantadas a recep- 
tores al azar. Si esto se logra, podría ser posible desarrollar una línea de 
células iPS de “donador universal” que no sean detectadas por el sistema 
inmunitario del receptor. Las células de este tipo podrían utilizarse como 
la base para la sustitución celular en cualquier individuo. 

En el año 2008, el campo de la reprogramación celular sufrió un 
giro inesperado con el anuncio de que un tipo de célula diferenciada se 
había convertido directamente en otro tipo de célula diferenciada, un 
caso de “transdiferenciación”. En este reporte, las células acinares del 
páncreas, que producen las enzimas que participan en la digestión de 
los alimentos en el intestino, se transformaron en células pancreáticas 
beta que producen y secretan insulina. El proceso de reprogramación 
ocurrió en forma directa, en unos cuantos días, sin el paso a través de 
un estado celular intermedio y sucedió mientras las células permanecían 
en su sitio habitual en el páncreas de un hígado murino. Esta hazaña se 
logró mediante la inyección de virus que portaban tres genes conocidos 
como importantes en la diferenciación de células beta en el embrión. 
En este caso, los receptores de la inyección eran ratones diabéticos, y 
la transdiferenciación de un número significativo de células acinares a 
células beta permitió que los animales regularan su glucemia con do- 
sis mucho menores de insulina. Cabe hacer notar que los adenovirus 
utilizados para aplicar los genes en este experimento no se tornaron 
como parte permanente de la célula receptora, sino que se eliminaron 
por ciertas preocupaciones con respecto al uso de virus como portadores 
de genes en seres humanos. Es demasiado pronto para especular sobre 
si este tipo de reprogramación directa tiene potencial terapéutico real, 
pero hace surgir la posibilidad de que las células enfermas que deban ser 
sustituidas puedan producirse en forma directa a partir de otros tipos 
celulares en el mismo órgano. 


transmitir la enfermedad del mosaico a una planta sana, aunque 
la savia no mostró evidencias de bacterias cuando se examinó bajo 
un microscopio óptico. Para obtener más información en cuan- 
to al tamaño y naturaleza del agente infeccioso, el biólogo ruso 
Dmitri Ivanovsky hizo pasar la savia de una planta enferma a tra- 
vés de filtros cuyos poros eran tan pequeños que retardaron el paso 
de las bacterias más pequeñas conocidas. El filtrado no dejó de 
ser infeccioso, lo que llevó a Ivanovsky a concluir que ciertas en- 
fermedades eran secundarias a agentes patógenos más pequeños 
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y, de modo presumible, más simples que las bacterias diminutas 
que se conocían. Estos patógenos se conocieron como virus. 

En 1935, Wendell Stanley, del Rockefeller Institute, notificó 
que el virus causante de la enfermedad del mosaico del tabaco 
pudo cristalizarse y que los cristales eran infecciosos. Los com- 
ponentes que formaron los cristales tenían una estructura muy 
ordenada, bien definida y eran mucho menos complejos que las 
células más simples. Stanley concluyó de manera errónea que el 
virus del mosaico del tabaco (TMV) era una proteína. De he- 
cho, el TMV es una partícula semejante a un bastón que consiste 
en una sola molécula de RNA cubierta por una capa helicoidal 
compuesta de subunidades proteicas (fig. 1-20). 

Los virus provocan una docena de enfermedades humanas, 
entre ellas el sida, poliomielitis, influenza, exantemas, sarampión 
y algunos tipos de cáncer (véase sección 16.2). Los virus se pre- 
sentan en una amplia variedad de formas, tamaños y estructu- 
ras, si bien comparten ciertas características comunes. Todos los 
virus son parásitos intracelulares obligados, esto es, no se pue- 
den reproducir a menos que se encuentren dentro de una célula 
hospedadora. Según sea el virus específico, el hospedador puede 
ser una planta, animal o bacteria. Fuera de las células vivas, los 
virus existen como partículas, o viriones, que son una especie 
de paquete macromolecular. El virión contiene una cantidad pe- 
queña de material genético que, en relación con el virus del que 
se trate, puede ser un DNA o RNA de cadena sencilla o doble. 
Llama la atención que algunos virus tienen tan sólo tres a cuatro 
genes diferentes, pero existen otros que pueden tener hasta va- 
rios cientos de ellos. El material genético del virión está rodeado 
por una cápsula proteínica, o cápside. Los viriones son agregados 
macromoleculares, partículas inanimadas que por sí mismas son 
incapaces de reproducirse, metabolizar o realizar cualquier otra 
de las actividades relacionadas con la vida. Por ello, los virus no 
se consideran organismos y no se les describe como seres vivos. 

Las cápsides virales por lo general están constituidas por un 
número específico de subunidades. Existen muchas ventajas en 
la construcción mediante subunidades; una de las más obvias es la 
economía de información genética. Si una cubierta viral está con- 
formada por muchas copias de una sola proteína, como es el caso 
del TMV, o de pocas proteínas, como sucede con las cubiertas de 
muchos otros virus, sólo se necesita uno o unos pocos genes que 
codifiquen las proteínas de esta estructura. Muchos virus tienen 
una cápside cuyas subunidades están organizadas en un poliedro, 
es decir, una estructura con caras planas. Una forma poliédrica 
en particular común en los virus es el ¿cosaedro de 20 lados. Por 
ejemplo, los adenovirus que causan las enfermedades respiratorias 
en los mamíferos poseen una cápside icosaédrica (fig. 1-214). En 
muchos virus de animales, incluido el virus de la inmunodeficiencia 
humana (VIH) causante del sida, la cápside proteica está rodeada 
por una envoltura fosfolipídica externa que proviene de la mem- 
brana plasmática modificada de la célula hospedadora, obtenida 
cuando el virus salió por gemación de la superficie celular (fig. 
1-214). Los virus bacterianos o bacteriófagos se encuentran entre 
los virus más complejos (fig. 1-21c). También son las entidades 
biológicas más abundantes en el planeta Tierra. 

Los bacteriófagos T (que se utilizaron en experimentos cla- 
ve que revelaron la estructura y propiedades del material gené- 
tico) consisten en una cabeza poliédrica que contiene DNA, un 
tallo cilíndrico por medio del cual el DNA se inyecta dentro de 
la célula bacteriana, y un grupo de fibras en el extremo; en su 
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FIGURA 1-20 Virus del mosaico del tabaco (TMV). (a) Modelo de 


una porción de una partícula de TMV. Las subunidades proteicas son 
idénticas en toda la partícula, cuya forma es alargada y en su interior 
se encuentra una cadena sencilla de RNA en forma de hélice (rojo). 
(0) Micrografía electrónica de partículas de TMV captadas después del 
tratamiento con fenol para eliminar las subunidades proteicas de la parte 
media de la partícula, que se observa en la parte superior de la fotografía, 
y la remoción de la proteína de los extremos, que se observa en la partí- 
cula inferior. Las partículas intactas son de unos 300 nm de longitud y 
18 nm de diámetro. (A: CORTESÍA DE GERALD STUBBS, KEIICHI NAMBA 
Y DonaLD CASPAR; B: CORTESÍA DE M. K. CorBETT.) 


conjunto, la partícula viral ofrece el aspecto de un módulo de 
aterrizaje espacial. 

Cada virus posee en su superficie una proteína que es ca- 
paz de unirse a un componente definido de la superficie de la 
célula hospedadora. Por ejemplo, la proteína que se proyecta de 
la superficie de la partícula del VIH (definida como gp120 en la 
figura 1-210, recibe ese nombre por tratarse de una glucoproteí- 
na de 120000 daltons*) interactúa con una proteína específica 
(llamada CD4) que se localiza en la superficie de algunos leuco- 
citos sanguíneos, lo cual facilita la entrada de los virus a la célu- 
la hospedadora. La interacción de las proteínas virales y las del 
hospedador determina la especificidad del virus, esto es, los tipos 
de célula hospedadora en los que los virus pueden entrar e infec- 
tar. Algunos virus tienen un amplio espectro de hospedadores y son 
capaces de infectar células de diferentes órganos o especies hos- 
pedadoras. Por ejemplo, el virus que causa la rabia puede infectar 


¿Un dalton equivale a una unidad de masa atómica, la masa de un átomo de 
hidrógeno ('H). 
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FIGURA 1-21 Diversidad viral. Estructuras de (a) un adenovirus; (4) un virus de la inmunodeficiencia humana (VIH); y (c) un bacteriófago T típico. 


(Nota: estos virus no se representan a la misma escala.) 


muchos tipos de mamíferos hospedadores que incluyen perros, 
murciélagos y seres humanos. Sin embargo, la mayor parte de los 
virus tiene un espectro relativamente reducido de hospedadores. 
Esto es casi siempre cierto, por ejemplo, para los virus del res- 
friado común y la influenza humana, que sólo pueden infectar las 
células del epitelio respiratorio del hospedador humano. 

Un cambio en la especificidad de célula hospedadora puede 
tener notables consecuencias. Este aspecto es ilustrado de mane- 
ra espectacular por la pandemia de gripe de 1918, que causó la 
muerte de más de 30 millones de personas en todo el mundo. El 
virus fue en particular letal entre adultos jóvenes, que no suelen 
sucumbir a la gripe. De hecho, las 675000 muertes por el virus 
en Estados Unidos redujeron de manera temporal la esperanza 
de vida en varios años. En uno de los logros más aclamados (y 
polémicos) de los últimos años, los investigadores pudieron de- 
terminar la secuencia genómica del virus causante de la pande- 
mia y reconstituir éste en su estado plenamente virulento. Para 
ello aislaron los genes virales (que son parte de un genoma cons- 
tituido por ocho moléculas separadas de RNA que codifican 11 
proteínas diferentes) de los restos preservados de personas que 
murieron a causa de la infección 90 años antes. Las muestras me- 
jor preservadas se obtuvieron de una mujer nativa americana que 
fue sepultada en el permafrost de Alaska. La secuencia del “virus 
1918” sugirió que el patógeno había pasado de aves a personas. 
Aunque el virus había acumulado una cantidad considerable de 
mutaciones, que lo adaptaron para un hospedador mamífero, 
nunca había intercambiado material genético con un virus de la 
gripe humana, una posibilidad que se contempló hasta entonces. 

El análisis de la secuencia del virus 1918 ha aportado algu- 
nos indicios que explican por qué fue tan letal y cómo se trans- 


mite de manera tan eficiente de una persona a otra. Utilizando 
la secuencia genómica, los investigadores reconstruyeron el virus 
1918 en partículas infecciosas, que fueron excepcionalmente vi- 
rulentas en las pruebas de laboratorio. 

Mientras que los ratones de laboratorio suelen sobrevivir a 
la infección por virus de la gripe humana moderna, la cepa 1918 
reconstituida mató a 100% de los ratones infectados y produjo 
enormes cantidades de partículas virales en los pulmones de esos 
animales. Dado el riesgo potencial para la salud pública, el infor- 
me de la secuencia completa del virus 1918 y su reconstitución 
sólo se realizaron después de la aprobación por páneles de segu- 
ridad gubernamentales y la demostración de que las vacunas y los 
fármacos antigripales existentes protegen a los ratones contra el 
virus reconstituido. 

Existen dos tipos básicos de infección viral. 1) En la mayor 
parte de los casos, los virus secuestran las actividades de síntesis 
normales de la célula hospedadora y las reorientan para utilizar 
los materiales disponibles para elaborar ácidos nucleicos virales 
y proteínas que forman un virión nuevo. En otras palabras, los 
virus no crecen como las células; se ensamblan de forma directa 
a partir de sus elementos para crear viriones de tamaño madu- 
ro. Por último, la célula infectada se disuelve (isis) y libera una 
nueva generación de partículas virales capaces de infectar a las 
células próximas. Un ejemplo de este tipo de infección /ífica se 
muestra en la figura 1-22a. 2) En otros casos, el virus infectivo 
no causa la muerte de la célula hospedadora, sino que en lugar de 
ello inserta (integra) su DNA al DNA cromosómico de la célula 
hospedadora. El DNA viral integrado se conoce como provirus. 
Un provirus integrado puede tener diferentes efectos que depen- 
den de la célula hospedadora y el tipo de virus. Por ejemplo: 
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Mm Las células bacterianas que poseen un provirus funcionan con 
normalidad hasta que se exponen a un estímulo, como la ra- 
diación ultravioleta, que activa al DNA viral latente, lo que da 
lugar a la lisis celular y liberación de la progenie viral. 

m Algunas células animales que contienen un provirus crean una 
nueva progenie viral por gemación de la superficie celular sin 
producir lisis de la célula infectada. El VIH actúa de esa for- 
ma; una célula infectada puede permanecer viva por un tiempo 
y funcionar como una fábrica para la producción de viriones 
nuevos (fig. 1-224). 

m Algunas células animales que poseen un provirus pierden el 
control de su propio crecimiento y división y experimentan 
una conversión a células malignas. Este fenómeno se estudia 
en el laboratorio con facilidad al infectar cultivos celulares 
con el virus tumoral apropiado. 
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FIGURA 1-22 Una infección viral. (a) Micrografía que muestra un es- 
tadio tardío en la infección de una célula bacteriana por un bacteriófago. 
Las partículas virales se ensamblan dentro de la célula y las cubiertas 
vacías del bacteriófago están presentes en la superficie celular. (4) La 
micrografía muestra partículas de VIH que geman a partir de un lin- 
focito humano infectado. (A: CORTESÍA DE JONATHAN KinG Y ERIKA 
HARTWIG; B: CORTESÍA DE HANS GELDERBLOM.) 


Los virus no carecen de virtudes; puesto que las funciones 
de los genes virales semejan las actividades de los genes del hos- 
pedador, los investigadores han utilizado por décadas a los virus 
como herramienta de investigación para analizar el mecanismo 
de la replicación del DNA y la expresión génica en sus hospe- 
dadores, que son más complejos. De modo adicional, los virus 
se usan como vectores para introducir genes extraños en célu- 
las humanas, una técnica que sirve como base para su aplicación 
en el tratamiento de las enfermedades humanas por medio de la 
terapéutica génica. En fecha reciente, los virus que matan a las 
bacterias y los insectos pueden tener una función destacada en la 
guerra contra las plagas por insectos y patógenos bacterianos. Los 
bacteriófagos se han utilizado por décadas en el tratamiento de 
infecciones bacterianas en Europa oriental y Rusia, mientras que 
los médicos de Occidente emplean los antibióticos. Debido al 
aumento de la resistencia bacteriana para los antibióticos, los bac- 
teriófagos pueden marcar el regreso a este tratamiento con base 
en resultados prometedores realizados en ratones infectados. En 
la actualidad, varias compañías biotecnológicas producen bacte- 
riófagos con miras a combatir infecciones bacterianas y proteger 
determinados alimentos contra la contaminación bacteriana. 


Viroides 


De forma sorpresiva, en 1971 se descubrió que los virus no eran 
los tipos más simples de agentes infecciosos. En ese año T.O. 
Diener del U.S. Department of Agriculture comunicó que la en- 
fermedad de la deformación fusiforme del tubérculo de la papa, 
que ocasiona que éstas se agrieten y formen nudos, se debía a un 
agente infeccioso formado por una molécula circular pequeña 
de RNA desprovista por completo de cubierta proteica. Die- 
ner denominó a este agente patógeno viroide. El tamaño del 
RNA de los viroides oscila entre 240 y 600 nucleótidos, la dé- 
cima parte del tamaño de los virus más pequeños. No existen 
evidencias de que el RNA del viroide desnudo pueda codificar 
alguna proteína. En realidad, cualquier actividad bioquímica en 
la que intervienen los viroides tiene lugar al usar las proteínas 
de la célula hospedadora. Por ejemplo, para duplicarse dentro de 
una célula infectada, el RNA del viroide utiliza la polimerasa II 
de RNA de la célula hospedadora, una enzima que transcribe el 
DNA del hospedador en RNA mensajero. Se piensa que los vi- 
roides provocan enfermedad al interferir con la vía normal de la 
expresión génica celular. Los efectos de esta infección en las co- 
sechas puede ser grave: una enfermedad viroide llamada cadang- 
cadang acabó con las palmeras cocoteras en plantaciones de las 
islas filipinas y otro viroide causó grandes estragos a la industria 
de los crisantemos en Estados Unidos. El descubrimiento de un 
tipo diferente de agente infeccioso más simple que el viroide se 
describe en la sección Perspectiva humana del capítulo 2. 


1. ¿Qué propiedades distinguen a un virus de una 
bacteria? 

2. ¿Qué tipos de infecciones son capaces de causar los 
virus?, ¿cómo es posible estudiar a los virus bajo el 
microscopio óptico? 

3. Compare y analice: nucleoide y núcleo; el flagelo de 
una bacteria y un espermatozoide; un microorganismo 
arqueobacteria y una cianobacteria; la fijación de 
nitrógeno y la fotosíntesis; los bacteriófagos y los virus 
del mosaico del tabaco; un provirus y un virión. 
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VÍAS EXPERIMENTALES 


Origen de las células eucariotas 


Como ya se revisó en este capítulo, las células se pueden dividir de ma- 
nera apropiada en dos grupos: procariotas y eucariotas. Al tiempo que 
se propuso esta división de las células vivas, los biólogos se mostraron 
fascinados con esta pregunta: ¿cuál es el origen de las células eucario- 
tas? Existe un acuerdo general (pero no universal) de que las células 
procariotas: a) aparecieron antes que las células eucariotas y b) dieron 
lugar a ellas. El primer enunciado puede verificarse de manera directa 
a partir de los registros fósiles, que muestran que las células procario- 
tas están presentes en rocas que datan de hace 2700 millones de años 
(pág. 7), en promedio 1000 millones de años, antes de que apareciera 
cualquier evidencia de las células eucariotas. El segundo enunciado se 
infiere del hecho de que los dos tipos celulares se hallan relacionados 
porque comparten muchas características complejas (p. ej., código gené- 
tico, enzimas, vías metabólicas y membranas plasmáticas, que son muy 
semejantes) que pudieron evolucionar de manera independiente en or- 
ganismos diferentes. 

Hasta el año de 1970 se pensaba por lo general que las células 
eucariotas habían evolucionado a partir de las células procariotas por 
medio de un proceso evolutivo gradual en el cual los organelos de las 
células eucariotas llegaron a ser más complejos de manera progresiva. 
La aceptación de este concepto cambió de forma drástica tras los traba- 
jos de Lynn Margulis de la Boston University. Margulis resucitó la idea 
propuesta y rechazada años atrás, según la cual ciertos organelos de 
una célula eucariota, de manera más notable la mitocondria y los clo- 
roplastos, habían evolucionado de células procariotas pequeñas que se 
integraron al citoplasma de células hospedadoras más grandes.'? Esta 
hipótesis se conoce como la teoría endosimbiótica dado que describe 
cómo una célula “compuesta” de mayor complejidad puede evolucionar 
a partir de dos o más células más simples que viven en una relación 
simbiótica. 

Se supone que los ancestros procariotas eran células heterotróficas 
anaerobias: anaerobias porque obtenían energía a partir de nutrimentos 
sin el consumo de oxígeno molecular (O,) y heterotróficas porque eran 
incapaces de sintetizar compuestos orgánicos (como CO, y agua), pero 
que tenían que obtener del entorno compuestos orgánicos sintetizados 
con anterioridad. 


FIGURA 1 Modelo que representa los posibles pasos en la evolución 
de las células eucariotas, incluido el origen de las mitocondrias y 
los cloroplastos por endosimbiosis. En el paso 1, un gran procariota 
anaerobio y heterotrófico capta a un procariota aerobio pequeño. Existe 
fuerte evidencia que indica que el procariota fagocitado fue un ancestro 
de las rickettsias actuales, un grupo de organismos que son causantes del 
tifo y otras enfermedades. En el paso 2, el endosimbionte aeróbico evo- 
lucionó a una mitocondria. En el paso 3, una porción de la membrana 
plasmática se invagina y forma el precursor de la envoltura nuclear y el 
retículo endoplásmico adjunto. El eucariota primitivo que se muestra en 
el paso 3 da lugar a dos grandes grupos de eucariotas. En una vía (paso 
4), el eucariota primitivo evoluciona a los organismos no fotosintéticos, 
como los protistas, hongos y células animales. En la otra vía (paso 5), 
el eucariota primitivo capta un procariota fotosintético, el cual fue un 
endosimbionte que evolucionó a cloroplasto. (Noza: la fagocitosis del en- 
dosimbionte del paso 1 sucedió después del desarrollo de algunas de las 
membranas internas, pero existe evidencia que sugiere que éste fue un 
paso temprano en la evolución de los eucariotas.) 


De acuerdo con la versión de la teoría endosimbiótica, un gran 
procariota heterotrófico y anaerobio ingirió a un pequeño procariota ae- 
robio (paso 1, fig. 1). El pequeño procariota resistió la digestión dentro 
del citoplasma y estableció su residencia como un endosimbionte per- 
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manente. Cuando la célula hospedadora se reprodujo, el endosimbionte 
también lo hizo y de esa forma se generó con rapidez una colonia de cé- 
lulas compuestas. Después de muchas generaciones, los endosimbiontes 
perdieron diferentes características, que no fueron indispensables para la 
supervivencia, y así los microbios que un día tuvieron respiración inde- 
pendiente del oxígeno evolucionaron a los precursores de las mitocon- 
drias actuales (paso 2, fig. 1). 

Como se describió, una célula cuyos ancestros se formaron por 
medio de sucesos simbióticos secuenciales, pudo generar una línea de 
células que evolucionaron con otras características básicas a partir 
de las células eucariotas, incluido un sistema de membranas (membra- 
na nuclear, retículo endoplásmico, aparato de Golgi, lisosomas), un ci- 
toesqueleto complejo y una división celular parecida a la mitosis. Se ha 
propuesto que estas características aparecieron por medio de un proceso 
de evolución gradual más que en un solo paso, como se cree que sucedió 
en la adquisición del endosimbionte. Por ejemplo, el retículo endoplás- 
mico y las membranas nucleares pudieron derivar de alguna porción 
de la membrana plasmática externa de la célula que se internalizó y se 
transformó en un tipo de membrana diferente (paso 3, fig. 1). La célula 
que desarrolló estos compartimientos internos diferentes debió ser el 
ancestro de una célula eucariota heterotrófica, como una célula de hon- 
go o protista (paso 4, fig. 1). Se pensó que en los fósiles más antiguos 
se encontraban restos eucariotas que datan desde unos 1 800 millones 
de años. 

Se ha propuesto que la adquisición de otro endosimbionte, de ma- 
nera específica una cianobacteria, convirtió a un eucariota heterotrófico 
temprano en el ancestro de los eucariotas fotosintéticos: las algas verdes 
y las plantas (paso 5, fig. 1). La adquisición de los cloroplastos (hace 
alrededor de 1 000 millones de años) tal vez fue uno de los últimos pasos 
en la secuencia del proceso de endosimbiosis porque estos organelos 
sólo están presentes en plantas y algas. Sin embargo, todos los grupos 
de eucariotas conocidos: a) tienen mitocondrias o b) muestran evidencia 
definitiva de que han evolucionado a partir de organismos que poseen 
tales organelos.* 

La división de los organismos vivos en dos categorías, procario- 
tas y eucariotas, muestra una dicotomía básica en la estructura celular, 
pero no marca una distinción filogenética precisa, esto es, que refleje la 
relación evolutiva entre los organismos vivos. ¿Cómo se determinan las 
relaciones evolutivas entre los organismos que se separaron en el tiempo 
por miles de millones de años en la forma de organismos procariotas y 
eucariotas? La mayor parte de los métodos taxonómicos que se aplican 
para clasificar a los organismos de manera importante se basa en las 
características estructurales y fisiológicas. En 1965 Emile Zuckerkandl 
y Linus Pauling propusieron una conducta diferente basada en la com- 
paración de la estructura de moléculas informativas (proteínas y ácidos 
nucleicos) de los organismos vivos.’ Las diferencias entre organismos 
que se basan en la secuencia de los aminoácidos que conforman una 
proteína o la secuencia de nucleótidos que forman parte de un ácido 
nucleico son el resultado de alteraciones en el DNA que heredaron a 
las descendencias. Se calcula que las mutaciones se pueden acumular en 
un gen con una frecuencia constante durante periodos largos de tiempo. 
Por lo tanto, pueden utilizarse las comparaciones de secuencias de ami- 
noácidos o nucleótidos para determinar la forma en que los organismos 
se relacionan de modo estrecho. Por ejemplo, dos organismos vinculados 
de forma cercana, esto es, que se separaron recientemente desde un an- 


“Existen algunos eucariotas unicelulares anaerobios (p. ej., el parásito intestinal 
Giardia) que carece de mitocondria. Por años, estos organismos formaron la base 
para la propuesta de que la endosimbiosis mitocondrial fue un suceso tardío 

que ocurrió después de estos grupos sin mitocondria. Sin embargo, un análisis 
reciente del DNA nuclear de estos organismos indica la presencia de genes que 
se transfirieron al núcleo desde la mitocondria, lo que sugiere que los ancestros 
de estos organismos perdieron este organelo en el transcurso de la evolución. 


cestro común, deberían tener mínimas diferencias en un gen en particu- 
lar en comparación con dos organismos relacionados de manera distan- 
te, lo que significa que no tienen un ancestro común. Por medio de esta 
información que se obtiene de la secuencia como un “reloj evolutivo”, 
los investigadores pueden construir árboles filogenéticos que muestran 
vías propuestas por las cuales los diferentes grupos de organismos vivos 
llegaron a diferenciarse unos de otros a lo largo de la evolución. 

A mediados de la década de 1970, Carl Woese et al. de la Univer- 
sity of Illinois iniciaron una serie de estudios en organismos diferentes, 
tras comparar la secuencia de nucleótidos de la molécula de RNA que 
forma parte de la subunidad pequeña del ribosoma. Este RNA, que se 
conoce como rRNA 16S en procariotas o rRNA 18S en eucariotas, 
se seleccionó porque es muy abundante en las células, es fácil purificarlo 
y cambia con lentitud a lo largo del tiempo durante la evolución, lo que 
significa que puede utilizarse para estudiar el vínculo de organismos 
relacionados de manera muy distante. Existía una desventaja principal: 
la secuenciación de los ácidos nucleicos era muy laboriosa y los méto- 
dos requerían mucho tiempo. En su metodología purificaron el rRNA 
16S de una fuente en particular, después sometieron la preparación al 
efecto de la enzima ribonucleasa T1, la cual digiere a la molécula en 
fragmentos pequeños llamados oligonucleótidos. Los oligonucleótidos 
de la mezcla se separaron por electroforesis bidimensional para producir 
una “huella” en dos dimensiones como se muestra en la figura 2. Un vez 
que se separaron las moléculas, se estableció la secuencia nucleotídica 
de cada uno de los oligonucleótidos y se comparó con la secuencia de 
diferentes organismos. En uno de sus primeros estudios, Woese et al. 
analizaron el rRNA 16S de los ribosomas de cloroplastos del protis- 
ta fotosintético Euglena.* Encontraron que la secuencia del rRNA del 
cloroplasto era muy similar a la secuencia del rRNA 165 presente en 
los ribosomas de las cianobacterias que su contraparte en los ribosomas 
citoplásmicos de los organismos eucariotas. Este hallazgo representó 
una sólida evidencia de que el origen simbiótico de los cloroplastos pro- 
viene de las cianobacterias. 

En 1977, Woese y George Fox publicaron un artículo notable so- 
bre el estudio de la evolución molecular.? Compararon la secuencia de 
nucleótidos del RNA de una pequeña subunidad que habían purificado 
de 13 especies diferentes de organismos procariotas y eucariotas. Los 
datos de la comparación de todas las parejas posibles de estos organis- 
mos se muestran en el cuadro 1. Los números de la parte superior del 
cuadro identifican a los organismos y corresponden a los números 
del margen izquierdo del cuadro. Cada valor en el cuadro refleja la simi- 
litud en secuencia entre los rRNA de dos organismos que se comparan: 
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FIGURA 2 Electroforesis bidimensional que muestra la “huella” de la 
fracción 168 del RNA ribosómico de un cloroplasto digerido por 
la enzima T1. Los fragmentos de RNA se sometieron a electroforesis 
en una dirección bajo un pH de 3.5 y a su vez en una segunda dirección 
a un pH de 2.3. (Tomana DE L.B. ZABLEN, ET AL., Proc NaTL AcAD 
Sci USA 72:2419, 1975.) 


CUADRO 1 Semejanzas de la secuencia nucleótida entre miembros representativos de los tres reinos primarios 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 
1. Saccharomyces cerevisiae, 188 — 0.29 0.33 0.05 0.06 0.08 0.09 0.11 0.08 0.11 0.11 0.08 0.08 
2. Lemna minor, 18S 0,29 — 0.36 0.10 0.05 0.06 0.10 0.09 0.11 0.10 0.10 0.13 0.08 
3. Célula L, 18S 0.33 0.36 — 0.06 0.06 0.07 0.07 0.09 0.06 0.10 0.10 0.09 0.07 
4. Escherichia coli 0.05 0.10 0.06 |. — 0.24 0.25 0.28 0.26 0.21 0.11 0.12 0.07 0.12 
5. Cholorbium vibrioforme 0.06 0.05 0.06 0.24 — 0.22 0.22 0.20 0.19 0.06 0.07 0.06 0.09 
6. Bacillus firmus 0.08 0.06 0.07 0.25 0.22 — 0.34 0.26 0.20 0.11 0.13 0.06 0.12 
7. Corynebacterium diptheriae 0.09 0.10 0.07 0.28 0.22 0.34 — 0.23 0.21 0.12 0.12 0.09 0.10 
8. Aphanocapsa 6714 0.11 0.09 0.09 0.26 0.20 0.26 0.23 — 0.31 0.11 0.11 0.10 0.10 
9. Cloroplasto (Lemna) 0.08 0.11 0.06 0.21 0.19 0.20 0.21 0.31 — 0.14 0.12 0.10 0.12 
10. Methanebacterium thermoautotrophicum 0.11 010 0.10 0.11 0.06 0.11 0.12 0.11 0.14 — 0.51 0.25 0.30 
11. M. ruminantium cepa M-1 0.11 0.10 0.10 0.12 0.07 0.13 0.12 0.11 0.12 0.51 — 0.25 0.24 
12. Methanobacterium sp., aislada en cariaco JR-1 0.08 0.13 0.09 0.07 0.06 0.06 0.09 0.10 0.10 0:25 0:23 — 0.32 

13. Methanosarcina barkeri 0.08 0.07 007 0.12 0.09 0.12 0.10 0.10 0.12 0:30 0:24 0:32 == 


Fuente: C.R. Woese and G.E. Fox, Proc Nat'l Acad Sci USA 74:5089, 1977. 


el valor inferior refleja menor similitud entre las dos secuencias. De- 
tectaron que las secuencias se conglomeraron en tres grupos distintos 
que se indican en el cuadro. Es evidente que los rRNA dentro de cada 
grupo (números 1-3, 4-9 y 10-13) son mucho más similares entre ellos 
en comparación con los rRNA de otros dos grupos. El primero de los 
grupos que se muestra en el cuadro sólo contiene eucariotas; el segundo 
está formado de bacterias “típicas” (grampositivas, gramnegativas y cia- 
nobacterias); y el tercer grupo está integrado por bacterias de especies 
metanógenas (que producen metano). Para su sorpresa, Woese y Fox 
concluyeron que los organismos metanógenos “no parecen estar más 
vinculados con las bacterias típicas respecto de lo que están con el cito- 
plasma de los eucariotas”. Tales resultados indican que los miembros de 
estos tres grupos representan tres líneas evolutivas distintas que se han 
separado una de la otra en una etapa evolutiva muy temprana de los 
organismos celulares. En consecuencia, estos investigadores asignaron 
tales organismos a tres reinos diferentes que denominaron urcariotas, 
eubacterias y arqueobacterias, una terminología que ha dividido a los 
procariotas en dos grupos distintos. 

Investigaciones posteriores apoyan la teoría de que los procariotas 
pudieron dividirse en dos linajes relacionados de modo distante y esto 
agranda la categoría de las arqueobacterias para incluir por lo menos a 
otros dos, las termófilas, que viven en ambientes de alta temperatura y 
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chimeneas submarinas, y las halófilas, que viven en lagos y océanos de 
alta salinidad. En 1989 se publicaron dos informes que cambiaron el 
árbol filogenético y sugirieron que las arqueobacterias estaban relacio- 
nadas de manera más estrecha con los eucariotas y menos con las eubac- 
terias.” Los dos grupos de investigadores compararon la secuencia de 
aminoácidos de algunas proteínas presentes en una amplia variedad 
de organismos procariotas, eucariotas, mitocondrias y cloroplastos. Se 
elaboró un árbol filogenético a partir de los datos de las secuencias del 
RNA ribosomal, con lo que llegaron a la misma conclusión, como se 
muestra en la figura 3.8 En este último artículo, Woese et al. propusieron 
un esquema taxonómico actualizado, el cual se ha aceptado con unani- 
midad. En este esquema, las arqueobacterias, eubacterias y eucariotas se 
colocan en dominios separados, que se conocen como Archaea, Bacteria 
y Eucarya, respectivamente.” Cada dominio puede dividirse en uno o 


PA muchos biólogos les desagrada el uso de los términos, arqueobacteria y 
eubacteria. Pese a que estos conceptos se tomaron de la bibliografía, y se 
reemplazan por lo general por archaea y bacteria, muchos investigadores en 
este campo todavía emplean los términos formales publicados en los artículos. 
Debido a que este es un capítulo introductorio de un libro de texto, se decidió 
continuar con la nomenclatura de arqueobacteria y eubacteria para evitar 
confusiones con la palabra “bacteria”. 
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FIGURA 3 Árbol filogenético basado en la com- 
paración de secuencias del rRNA que muestra 
los tres dominios de la vida. Archaea se divide 
en dos subgrupos, como se indica. (TOMADA DE 
C.R. Woesk, ET AL., Proc NaríL Acap Sci USA 
87:4578, 1990.) 
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más reinos; por ejemplo, Eucarya puede separarse en los reinos tradicio- 
nales que contienen a los hongos, protistas, plantas y animales. 

De acuerdo con el modelo de la figura 3, la primera división prin- 
cipal del árbol de la vida genera dos linajes separados, uno que lleva a 
Bacteria y otro que conduce a Archaea y Eucarya. Si esta visión es co- 
rrecta, se trata de un miembro del linaje de arqueobacterias y no del de 
eubacterias, que se incluye en los simbiontes y evoluciona en una célula 
eucariota. Aunque el hospedador procariota en esta relación simbiótica 
fue tal vez una arqueobacteria, los simbiontes que evolucionaron ha- 
cia mitocondrias y cloroplastos fueron casi con toda certeza eubacteria, 
como lo indica su relación estrecha con los miembros modernos de este 
grupo. 

Hasta 1995, los árboles filogenéticos del tipo mostrado en la figura 
3 se basaban sobre todo en el análisis del gen que codifica el rRNA 
165-185. Para entonces, las comparaciones filogenéticas de un grupo 
de otros genes sugirieron que el esquema mostrado en la figura 3 podría 
estar muy simplificado. Las preguntas acerca del origen de las células 
procariotas y eucariotas adquirieron relevancia entre 1995 y 1997 con la 
publicación de la secuencia completa de varios genomas procarióticos, 
tanto las eubacterias como las arqueobacterias y el genoma de un eu- 
cariota, la levadura Saccharomyces cerevisiae. Los investigadores podrían 
ahora comparar las secuencias de cientos de genes de manera simultánea 
y este análisis generará diferentes preguntas desconcertantes y volverían 
borrosas las líneas que diferenciaban a los tres dominios.? Por ejemplo, 
los genomas de diferentes arqueobacterias mostraron la presencia de un 
número significativo de genes de eubacteria. Para la mayor parte, los 
genes en la arqueobacteria, cuyos productos intervienen en los proce- 
sos informativos (estructura cromosómica, transcripción, traducción y 
replicación), fueron muy diferentes respecto de sus contrapartes en las 
células de eubacterias y, de hecho, se asemejaron a los genes correspon- 
dientes en las células eucariotas. Esta observación se adecuó de modo 
satisfactorio al esquema de la figura 3. Sin embargo, muchos de los 
genes en las arqueobacterias que codifican enzimas del metabolismo 
muestran características inconfundibles de las eubacterias.9M Los ge- 
nomas de especies eubacterianas también revelan evidencias de un ori- 
gen mezclado, casi siempre con un número significativo de genes que 
portan características de arqueobacterias.*? 

Casi todos los investigadores que estudian el origen de los orga- 
nismos antiguos se apoyan en la descripción básica del árbol filogenéti- 
co, como el que se muestra en la figura 3 y argumentan que la presencia 
de genes parecidos a los de las eubacterias en las arqueobacterias y vi- 
ceversa es el resultado de la transferencia de genes de unas especies a 
otras, un fenómeno conocido como transferencia lateral de genes (LGT, 
lateral gene transfer). De acuerdo con la premisa original que llevó a 
desarrollar el árbol filogenético de la figura 3, los genes se heredan desde 
un progenitor y no de un organismo próximo. Esta es la premisa que 
permite a un investigador concluir que dos especies se encuentran muy 
relacionadas cuando ambas poseen un gen (p. ej., el gen del rRNA) de 
secuencia nucleotídica similar. Sin embargo, si las células pueden tomar 
genes de otras especies que se encuentran en su ambiente, entonces dos 
especies que en la actualidad no están relacionadas pueden poseer genes 
de secuencia muy semejantes. Un dato de la importancia de la transfe- 
rencia lateral de genes en la evolución de los procariotas proviene de 
un estudio que comparó los genomas de dos eubacterias relacionadas, 
Escherichia coli y Salmonella. Se ha encontrado que 755 genes, o casi 
20% del genoma de E. coli se deriva de genes “foráneos”, transferidos al 
genoma de E. coli en los últimos 100 millones de años, que es el tiempo 
cuando se presentó la divergencia entre las dos eubacterias. Estos 755 
genes se adquirieron como resultado de por lo menos 234 transferen- 
cias laterales separadas de muchas fuentes diferentes.!* (El efecto de 
la transferencia lateral de genes en la resistencia a los antibióticos en 
las bacterias patógenas se revisa en la sección Perspectiva humana del 


cap. 3.) 


Si los genomas son un mosaico de genes compuestos que provie- 
nen de fuentes diversas, ¿cómo pueden seleccionarse los genes a utilizar 
en el establecimiento de las relaciones filogenéticas? De acuerdo con un 
punto de vista, los genes que intervienen en las actividades informativas 
(transcripción, traducción, replicación) son los mejores objetivos para 
determinar las relaciones filogenéticas, porque estos genes son menos 
susceptibles a ser transferidos de manera lateral, en comparación con 
los genes que participan en las reacciones metabólicas.” Estos autores 
aducen que los productos de los genes informativos (p. ej., rRNA) son 
parte de grandes complejos cuyos componentes deben interactuar con 
muchas otras moléculas. Es muy raro que el producto de un gen extraño 
pueda integrarse en la estructura existente. Cuando los genes “informa- 
tivos” se emplean como los sujetos de comparación, las arqueobacterias 
y las eubacterias tienden a separarse en grupos diferentes, si bien las 
arqueobacterias y eubacterias tienden a agruparse juntas como parientes 
evolutivos icomolsemuestralen ao urls a caca LO paa: 

El análisis de los genomas eucariotas proporcionó evidencias si- 
milares de una herencia mezclada. Estudios del genoma de levaduras 
muestran la presencia inconfundible de genes derivados de arqueobac- 
terias y eubacterias. Los “genes informativos” tienden a mostrar pro- 
piedades de arqueobacteria y los “genes metabólicos” características 
de eubacteria.” Hay diferentes explicaciones posibles para el carácter 
mezclado del genoma eucariótico. Las células eucariotas pudieron evo- 
lucionar a partir de ancestros de arqueobacteria y entonces tomar ge- 
nes de las eubacterias con las cuales comparten el ambiente. Además, 
algunos de los genes en el núcleo de una célula eucariota derivan con 
claridad de los genes eubacterianos que se transfirieron desde el genoma 
de los simbiontes que evolucionaron a mitocondria y cloroplasto.** Un 
grupo de investigadores adoptó una posición más radical y propuso que 
el genoma eucariótico derivó originalmente de la fusión de una célula 
de arqueobacteria y eubacteria, seguida por la integración de sus dos 
genomas.” En virtud de estas rutas variadas de adquisición de genes, 
es evidente que un simple árbol filogenético no puede explicar la evolu- 
ción del genoma completo de un organismo.” En realidad, cada gen 
o grupo de genes de un genoma en particular pueden tener su propio 
árbol evolutivo, lo cual puede ser desconcertante para los que tratan de 
determinar el origen de los primeros ancestros. 
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SINOPSIS 


La teoría celular posee tres postulados. a) Todos los organismos 
están formados por una o más células; b) la célula es la unidad básica 
de organización de la vida, y c) todas las células provienen de células 


previas (pág. 2). 


Las propiedades de la vida, tal y como se manifiesta en las célu- 
las, se pueden describir como un conjunto de características. Las 
células son muy complejas, su subestructura tiene un grado alto de 
organización y es posible predecirla. La información para crear una 
célula está codificada en sus genes. Las células se reproducen por 
división celular y el suministro de energía para realizar sus activida- 
des se obtiene de la energía química; realizan reacciones químicas 
controladas por enzimas; participan en muchas actividades de tipo 
mecánico; reaccionan a estímulos, y tienen gran capacidad para au- 


torregularse (pág. 3). 


Las células son procariotas o eucariotas. Las primeras se encuen- 
tran en las eubacterias y arqueobacterias, aunque los restantes tipos 
de organismos, protistas, hongos, plantas y animales, están compues- 
tos de células eucariotas. Las células procariotas y eucariotas com- 
parten muchas características en común, que incluyen membrana 
celular semejante, un sistema similar para almacenar y utilizar infor- 
mación genética y rutas metabólicas parecidas. Las células procario- 
tas son más simples, carecen de organelos del complejo membranoso 
(p. ej., retículo endoplásmico, aparato de Golgi, mitocondrias y clo- 
roplastos), cromosomas y estructuras citoesqueléticas, características 
de las células eucariotas. Estos dos tipos de células también se pue- 
den distinguir por sus mecanismos de división celular, sus estructu- 


r 


ras de locomoción y el tipo de pared que producen (si acaso existiera 
una pared celular). Los animales y las plantas complejos contienen 
diferentes tipos celulares, cada uno especializado en una actividad en 


particular (pág. 7). 


Casi todas las células tienen el mismo tamaño microscópico. De 
manera característica, las células bacterianas poseen una dimensión 
de 1 a 5 mm de largo, si bien las células eucariotas miden casi siempre 
10 a 30 pm. Las células son microscópicas por razones diferentes: 
su núcleo posee un número limitado de copias de cada gen; el área 
superficial (que sirve como una superficie de intercambio celular) se 
convierte en un factor limitante a medida que la célula incrementa 
su tamaño; y la distancia entre la superficie celular y el interior llega 
a ser también demasiado grande para que la célula realice sus activi- 


dades mediante difusión simple (pág. 16). 


Los virus son patógenos no celulares que sólo pueden reprodu- 
cirse cuando se encuentran dentro de una célula viva. Fuera de 
la célula, los virus existen como un paquete macromolecular, tam- 
bién conocido como virión. Los viriones tienen diferentes formas 
y tamaños, pero todos consisten en ácido nucleico viral, encerrado 
dentro de una estructura que posee proteínas virales. Las infecciones 
virales pueden inducir: a) la destrucción de la célula hospedadora, 
acompañada de la producción de progenie viral, o b) la integración 
del ácido nucleico viral en el DNA de la célula hospedadora, lo que 
a menudo altera las actividades celulares. Los virus no se consideran 
organismos vivos (pág. 21). 


PREGUNTAS ANALITICAS 


1. Considere alguna interrogante acerca de la estructura o función 
celular que son de interés. ¿Los datos necesarios para responder 
la pregunta serían más fáciles de obtener si se trabajara en un 
animal o en una planta completos o en una población de células 
en cultivo?, ¿cuáles serían las ventajas y desventajas en un orga- 
nismo completo en comparación con un cultivo celular? 


2. La figura 1-3 muestra una célula del epitelio intestinal con nu- 
merosas microvellosidades. ¿Cuál es la ventaja del organismo 
al poseer estas estructuras”, ¿qué esperaría que le sucediera a 
un individuo que pierde las microvellosidades a causa de una 
mutación hereditaria? 


3. Las primeras células humanas que se cultivaron con éxito pro- 
cedieron de un tumor maligno. ¿Cree usted que esto refleja sólo 
la disponibilidad de células cancerosas o que estas células son 
mejores para cultivo celular?, ¿por qué? 

4. Las representaciones de las células vegetales y animales de la 
figura 1-80 y c indican ciertas estructuras presentes en las cé- 
lulas de plantas, pero que están ausentes en las células anima- 
les. ¿Cómo piensa que cada una de estas estructuras afecta a la 
planta en su totalidad? 


5. Se ha observado que las células poseen receptores en su su- 
perficie que reaccionan a estímulos específicos. Muchas células 
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10. 


11. 


en el cuerpo humano tienen receptores que les permiten unir 
hormonas específicas que circulan en la sangre. ¿Por qué cree 
que estos receptores hormonales son importantes?, ¿cuál sería 
el efecto sobre las actividades fisiológicas del organismo si las 
células no tuvieran estos receptores o si todas las células tuvie- 
ran los mismos receptores? 


Si tuviera que debatir que los virus son organismos vivos, ¿qué 
características de la estructura y función virales debe usted re- 
ferir en sus argumentos? 


Si se asume que las actividades dentro de la célula suceden de 
una manera semejante a la caricatura de Rube Goldberg de la 
figura 1-7, ¿en qué difieren de una actividad humana, como 
armar un automóvil en una línea de ensamble o encestar en un 
juego de baloncesto? 


Los núcleos de las células eucariotas, diferentes respecto de las 
células bacterianas, están cubiertos por una doble membrana 
que posee poros complejos. ¿Cómo podría afectar esto el trán- 
sito entre el DNA y el citoplasma de una célula eucariota en 
comparación con una célula procariota? 


Examine la fotografía del protista ciliado de la figura 1-16 y 
considere algunas de las actividades en las cuales participa esta 
célula y en las que no participa una célula muscular o nerviosa 
de su propio organismo. 


¿Qué tipo de células alcanzaría el mayor volumen: una célula 
muy aplanada o una esférica?, ¿por qué? 


Suponga que fuera usted un científico de 1890 y que estudia 
una enfermedad de las semillas del tabaco que retarda el creci- 
miento de las plantas y mancha sus hojas. Usted descubre que el 
extracto de una planta enferma, cuando se agrega a una planta 


12: 


13. 


sana, es capaz de transmitir la enfermedad a esta última. Exa- 
mina el extracto en el mejor microscopio óptico de esa época y 
no encuentra evidencia de bacterias. Hace pasar forzadamente 
el lisado a través de filtros cuyos poros son tan diminutos que 
retardan el paso de las bacterias más pequeñas que se conocen 
y el líquido que pasa a través del filtro retiene la capacidad de 
transmitir la enfermedad. Al igual que Dimitri Ivanovsky, que 
realizó estos experimentos hace más de 100 años, usted quizá 
debería concluir que el agente infeccioso fue un tipo descono- 
cido de bacteria pequeña y extraña. ¿Qué clase de experimentos 
debería realizar en la actualidad para probar esta hipótesis? 


La mayoría de los biólogos que estudian la evolución piensa 
que todas las mitocondrias han evolucionado a partir de una 
mitocondria ancestral única y que todos los cloroplastos proce- 
den de uno primigenio único. En otras palabras, el suceso sim- 
biótico que dio lugar a cada uno de estos organelos ocurrió sólo 
una vez. Si este es el caso, ¿a qué nivel del árbol filogenético de 
la figura 3, página 27, colocaría la obtención de estos organelos? 


Hubo gran controversia en torno a la publicación de la secuen- 
cia completa del virus 1918 de la gripe y la reconstitución de 
partículas virales activas. Quienes respaldaban la publicación 
sostenían que este tipo de información podría ayudar a com- 
prender mejor la virulencia de los virus gripales y a desarrollar 
mejores tratamientos contra ellos. Quienes se oponían argu- 
mentaban que el virus podría ser reconstituido por bioterro- 
ristas o que existía el peligro de otra pandemia causada por la 
liberación accidental del virus por un investigador descuidado. 
¿Cuál es su opinión sobre los méritos de realizar este tipo de 
investigación? 


Las bases químicas de la vida 


2.1 Enlaces covalentes 

2.2 Enlaces no covalentes 

2.3 Ácidos, bases y amortiguadores 

2.4 La naturaleza de las moléculas 
biológicas 

2.5 Cuatro tipos de moléculas biológicas 
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ste capítulo comienza con un breve examen de las bases atómicas de la 

materia, un tema que parece no tener sitio en un libro de biología. No 

obstante, la vida se basa en las propiedades de los átomos y está regulada 
por los mismos principios de la química y física que todos los demás tipos de materia. 
El nivel de organización celular está a sólo un pequeño paso del nivel atómico, como 
se evidenciará cuando se examine la importancia del movimiento de unos cuantos áto- 
mos de una molécula durante actividades como la contracción muscular o el transporte 
de sustancias a través de las membranas celulares. Las propiedades de las células y sus 
organelos son consecuencia directa de las actividades de las moléculas con las que están 
formadas. Considérese un proceso como la división celular, que puede seguirse con 
detalle bajo un microscopio óptico simple. Por ejemplo, para comprender las activida- 
des que ocurren durante la división de una célula, es necesario conocer las interacciones 
entre el DNA y las moléculas de proteína que hacen que los cromosomas se condensen 
en paquetes cilíndricos capaces de dividirse en dos células; la construcción molecular de 
los microtúbulos que contienen proteína y les permite desarmarse en cierto momento 
y ensamblarse de nuevo al momento siguiente en un punto distinto de la célula, y las 
propiedades de las moléculas de lípidos que hacen que la membrana celular externa sea 
deformable para que se invagine al centro de la célula y la divida en dos. Es imposible 
incluso empezar a comprender la función celular sin un conocimiento razonable de las 
estructuras y propiedades de los principales tipos de moléculas biológicas. Este es el ob- 
jetivo del capítulo: presentar la información necesaria sobre la química de la vida para 
permitir al lector comprender las bases de la vida. Se comenzará con la consideración 
de los tipos de enlaces que pueden formar los átomos entre sí. Mi 


Un complejo formado entre dos macromoléculas diferentes. Una porción de una molécula de DNA 
(mostrada en azul) forma un complejo con una proteína integrada por dos subunidades polipepti- 
dicas, una en rojo y la otra en amarillo. Las partes de la proteína que se insertan en los surcos del 
DNA reconocieron y se unieron a una secuencia específica de nucleótidos en la molécula de ácido 
nucleico. (CorTEsÍA DE A.R. Ferr£-D'AmarÉ Y STEPHEN K. BurLey.) 
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2.1 ENLACES COVALENTES 


Los átomos que conforman una molécula están unidos por en- 
laces covalentes, en los que pares de átomos comparten pares 
de electrones. La formación de un enlace covalente entre dos 
átomos está regulada por el principio fundamental de que un áto- 
mo es más estable cuando la capa más externa de electrones está 
completa. Por consiguiente, el número de enlaces que un átomo 
puede formar depende del número de electrones que necesita 
para llenar el nivel más externo. 

La figura 2-1 presenta la estructura de varios átomos. La 
capa externa (y única) de un átomo de hidrógeno o uno de helio 
se llena cuando tiene dos electrones; los orbitales externos de 
los otros átomos de la figura 2-1 se llenan con ocho electrones. 
Por tanto, un átomo de oxígeno, con seis electrones en la capa 
externa, puede llenarlo si se combina con dos átomos de hidró- 


a. 
H 


Primera capa 
de electrones 


Li 
Segunda capa 
de electrones 


geno, con lo que se forma una molécula de agua. El átomo de 
oxígeno se une con cada átomo de hidrógeno mediante un enlace 
covalente sencillo (indicado como H:O o H—O). La formación 
de un enlace covalente se acompaña de la liberación de energía, 
que debe reabsorberse en algún momento para romper el enlace. 
La energía necesaria para dividir los enlaces covalentes C—H, 
C-C o CO es bastante grande, casi siempre entre 80 y 100 
kilocalorías por mol (kcal/mol)* de moléculas, lo que hace que 
estos enlaces se mantengan estables en casi todas las condiciones. 

En muchos casos, dos átomos pueden unirse por enlaces en 
los que se comparten más de un par de electrones. Si se compar- 
ten dos pares de electrones, como ocurre en el oxígeno molecular 
(O,), el enlace covalente es un en/ace doble, y si se comparten tres 
pares de electrones (como en el nitrógeno molecular, N,), es un 
triple enlace. No se sabe que existan enlaces cuádruples. El tipo 
de enlace entre los átomos tiene consecuencias importantes para 


“Una caloría es la cantidad de energía térmica requerida para aumentar en 1°C la 
temperatura de 1 g de agua. Una kilocaloría (kcal) es igual a 1000 calorías (o una 
Caloría grande). Además de las calorías, la energía también puede expresarse en 
Julios, que es un término que se usaba antes para medir la energía en forma de 
trabajo. Una kilocaloría equivale a 4186 Julios. Por el contrario, 1 Julio = 0.239 
calorías. Una mola es igual a 6 X 10% moléculas (número de Avogadro). Una 
mola de una sustancia es su peso molecular expresado en gramos. 


Na 
Tercera capa 
de electrones 


FIGURA 2-1 Representación de la disposición de electrones en un nú- 
mero de átomos comunes. Los electrones se encuentran alrededor del 
núcleo del átomo en “nubes” u orbitales, definidos de manera general por 
sus límites, que pueden tener una forma esférica o de pesa. Cada orbital 
contiene un máximo de dos electrones, razón por la cual los electrones 
(puntos oscuros en la figura) se agrupan en pares. La capa más interna 
contiene un solo orbital (por tanto, dos electrones), la segunda capa tiene 
cuatro orbitales (ocho electrones), la tercera también tiene cuatro orbitales, 
etc. El número de electrones de la capa externa determina las propiedades 


químicas de un elemento. Los átomos con un número similar de electro- 
nes en la capa externa tienen propiedades similares. Por ejemplo, el litio 
(Li) y el sodio (Na) poseen un electrón en la capa externa y ambos son me- 
tales muy reactivos. Los átomos de carbono (C) y silicio (Si) pueden unirse 
con cuatro átomos diferentes. Sin embargo, por su tamaño un átomo de 
carbono puede unirse con otros átomos de carbono y crear moléculas or- 
gánicas de cadena larga, mientras que el silicio es incapaz de formar molé- 
culas comparables. El neón (Ne) y el argón (Ar) tienen completa su capa 
externa, lo que los hace apenas reactivos; se conocen como gases inertes. 


determinar las formas de las moléculas. Por ejemplo, los átomos 
unidos por un enlace sencillo pueden rotar uno en relación con el 
otro, mientras que los átomos con enlaces dobles (o triples) care- 
cen de esta posibilidad. Como se ilustra en la figura 6-6, los en- 
laces dobles pueden funcionar como centros captores de energía, 
impulsan procesos vitales como la respiración y la fotosíntesis. 

Cuando los átomos del mismo elemento se unen entre sí, 
como en H,, los pares de electrones de la capa exterior se com- 
parten por igual entre los dos átomos unidos. Sin embargo, cuan- 
do se establece un enlace covalente entre dos átomos desiguales, 
el núcleo con carga positiva de un átomo ejerce una mayor fuerza 
de atracción sobre los electrones externos que el otro. Por con- 
siguiente, los electrones compartidos tienden a localizarse más 
cerca del átomo con la mayor fuerza de atracción, o sea, el áto- 
mo más electronegativo. Entre los átomos presentes con mayor 
frecuencia en las moléculas biológicas, el nitrógeno y el oxígeno 
tienen una fuerza electronegativa importante. 


Moléculas polares y no polares 


Examínese una molécula de agua. El único átomo de oxígeno del 
agua atrae electrones con mucha más fuerza que los átomos de 
hidrógeno. Como resultado, se dice que los enlaces O—H de una 
molécula de agua están polarizados, de manera que uno de los 
átomos tiene una carga negativa parcial y el otro una carga posi- 
tiva parcial. Por lo general, esto se indica de la siguiente manera: 


Las moléculas como el agua, que tienen una distribución 
asimétrica de la carga (o dipolos) se denominan moléculas pola- 
res. Las moléculas polares de importancia biológica contienen 
uno o más átomos electronegativos, casi siempre O, N y/o S. Las 
moléculas que carecen de átomos electronegativos y enlaces muy 
polarizados, como las formadas sólo por átomos de carbono e 
hidrógeno, se conocen como no polares. La presencia de enlaces 
muy polarizados es crucial para determinar la reactividad de las 
moléculas. Las moléculas grandes no polares, como las ceras y 
grasas, son relativamente inertes. Algunas de las moléculas de 
mayor interés biológico, incluidas proteínas y fosfolípidos, con- 
tienen regiones polares y no polares, que se comportan en forma 
muy distinta. 


lonización 


Algunos átomos tienen tanta electronegatividad que pueden 
capturar electrones de otros átomos durante una reacción quími- 
ca. Por ejemplo, cuando los elementos sodio (un metal de color 
plateado) y cloro (un gas tóxico) se mezclan, el electrón único en 
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la capa externa de cada átomo de sodio migra al átomo de cloro, 
deficiente en electrones. Como resultado, estos dos átomos se 
transforman en iones con carga. 


2 Nä + :ÇEÇE > 2 Na:l: > 2 Nat + 2:01 


Como el ion cloro tiene un electrón adicional (en relación 
con el número de protones en su núcleo), tiene carga negativa 
(CI) y se denomina anión. El átomo de sodio, que perdió un 
electrón, queda con una carga positiva adicional (Na*) y se co- 
noce como catión. Cuando se presentan en cristales, estos dos 
¡ones forman cloruro de sodio, o sal de mesa. 

Los iones Na* y CI? mostrados antes son relativamente 
estables porque sus capas electrónicas externas están completas. 
Una disposición distinta de los electrones dentro de un átomo 
puede producir una especie muy reactiva, un radical libre. La es- 
tructura de los radicales libres y su importancia en la biología son 
el tema de la sección Perspectiva humana. 


1. Los átomos de oxígeno tienen ocho protones en el núcleo, 
¿cuántos electrones tienen? ¿Cuántos orbitales existen 
en la capa electrónica interna? ¿Cuántos electrones más 
puede aceptar la capa externa antes de llenarse? 

2. Comparar: un átomo de sodio y un ion de sodio; 
un enlace doble y uno triple; un átomo con 
electronegatividad débil y otro con electronegatividad 
fuerte; la distribución electrónica alrededor de un átomo 
de oxígeno unido con otro átomo de oxígeno y la de un 
átomo de oxígeno unido con dos átomos de hidrógeno. 


2.2 ENLACES NO COVALENTES >/— 


Los enlaces covalentes son enlaces fuertes entre átomos que con- 
forman una molécula. Las interacciones entre las moléculas (o 
entre distintas partes de una molécula biológica grande) están 
reguladas por diversos enlaces más débiles llamados enlaces no 
covalentes. Los enlaces no covalentes no dependen de electro- 
nes compartidos, sino de fuerzas de atracción entre átomos con 
carga contraria. Los enlaces no covalentes individuales son dé- 
biles (alrededor de 1 a 5 kcal/mol) y, por tanto, son fáciles de 
romper y deformar. Como resulta evidente en todo este libro, 
esta característica permite que los enlaces no covalentes medien 
las interacciones dinámicas entre moléculas en la célula. 
Aunque los enlaces no covalentes son débiles, cuando mu- 
chos de ellos actúan en concierto, como ocurre entre dos cadenas 
de una molécula de DNA o entre distintas partes de una proteína 
grande, sus fuerzas de atracción son aditivas. Consideradas como 
un todo, producen una estructura muy estable. Se revisarán varios 
tipos de enlaces no covalentes que son importantes en las células. 


Enlaces iónicos: atracciones 
entre átomos con carga 


Un cristal de sal de mesa se mantiene unido por atracción elec- 
trostática entre el Na* con carga positiva y el Cl” con carga 
negativa. Este tipo de atracción entre componentes cargados se 
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Muchos biólogos creen que el envejecimiento deriva de la acumulación 
gradual de daño en los tejidos del cuerpo. Es probable que el daño más 
destructivo ocurra en el DNA. Las alteraciones en el DNA generan 
mensajes genéticos erróneos que promueven el deterioro celular gradual. 
¿Cómo ocurre el daño celular y por qué debe ocurrir con más rapidez 
en un animal con vida más corta, como un chimpancé, que en un ser 
humano? Es posible que la respuesta se encuentre a nivel atómico. 

Los átomos se estabilizan cuando sus cubiertas se llenan con elec- 
trones. Las capas electrónicas están formadas de orbitales, cada uno de 
los cuales puede contener un máximo de dos electrones. Los átomos o 
moléculas que contienen orbitales con un solo electrón tienden a ser 
muy inestables, se les llama radicales libres. Los radicales libres pueden 
formarse cuando un enlace covalente se rompe, de manera que cada par- 
te conserva la mitad de los electrones compartidos, o pueden formarse 
cuando un átomo o molécula acepta un solo electrón transferido du- 
rante una reacción de oxidación-reducción. Por ejemplo, el agua puede 
convertirse en radicales libres cuando se expone a radiación solar: 


H,O > HO: + H° 
radical hidroxilo 


(“*” indica un radical libre) 


Los radicales libres son muy reactivos y capaces de producir alteracio- 
nes químicas a muchos tipos de moléculas, incluidos proteínas, ácidos 
nucleicos y lípidos. Es probable que la formación de radicales hidroxilo 
sea la razón principal por la que la luz solar es tan dañina para la piel. 

En 1956, Denham Harman de la University of Nebraska propuso 
que el envejecimiento es resultado del daño causado por los radicales 
libres al tejido. Como los biólogos y los médicos no estaban familiariza- 
dos con el tema de los radicales libres, la proposición no generó un inte- 
rés suficiente. Luego, en 1969, Joe McCord e Irwin Fridovich de Duke 
University descubrieron una enzima, la superóxido dismutasa (SOD), 
cuya única función era destruir el radical superóxido (O,*”), un tipo 
de radical que se forma cuando el oxígeno molecular capta un electrón 
adicional. La SOD cataliza la reacción siguiente: 


on H O +2H* > H,O, | Os 
Peróxido 
de hidrógeno 


El peróxido de hidrógeno también es un agente oxidante potencialmen- 
te reactivo, razón por la cual se usa a menudo como desinfectante y 
blanqueador. Si no se destruye pronto, el H,O, puede degradarse para 
formar radicales hidroxilo que atacan las macromoléculas celulares. En 
condiciones normales, el peróxido de hidrógeno se destruye en la célula 
por acción de las enzimas catalasa y glutatión peroxidasa. 

La investigación ulterior reveló que los radicales superóxido se 
forman dentro de las células durante el metabolismo oxidativo normal 
y que existe una superóxido dismutasa en las células de diversos orga- 
nismos, desde bacterias hasta seres humanos. En realidad, los animales 
tienen tres versiones distintas (isoformas) de SOD: citosólica, mitocon- 
drial y extracelular. Se calcula que hasta 1 a 2% del oxígeno que ingresa a 
las mitocondrias humanas puede convertirse en peróxido de hidrógeno, 
en lugar de agua, el producto final normal de la respiración. La impor- 
tancia de la SOD se observa con más claridad en estudios con bacterias 
mutantes y levaduras que carecen de la enzima; estas células son incapa- 
ces de crecer en presencia de oxígeno. De igual manera, los ratones que 
no tienen la isoforma mitocondrial de la enzima (SOD2) son incapaces 
de sobrevivir más de una semana después de nacer. Por el contrario, los 
ratones modificados por ingeniería genética para que sus mitocondrias 
tengan concentraciones altas de la enzima catalasa destructora de H,O, 


PERSPECTIVA HUMANA 


Radicales libres como causa de envejecimiento 


viven 20% más que los testigos no modificados. Este hallazgo, publi- 
cado en 2005, fue la primera demostración de que el aumento en las 
defensas antioxidantes puede prolongar la vida de un mamífero. Aunque 
no se cuestiona la capacidad destructiva de los radicales libres, como el 
superóxido y los radicales hidroxilo, todavía hay controversia sobre la 
importancia de estos agentes como factor en el envejecimiento. 

La esperanza de vida de los animales puede aumentarse si se limi- 
tan las calorías de su dieta. Como se demostró por primera vez en la dé- 
cada de 1930, los ratones que se mantienen con dietas muy estrictas casi 
siempre viven 30 a 40% más que sus hermanos de camada alimentados 
con dietas de contenido calórico normal. Los estudios de las tasas me- 
tabólicas de estos ratones aportan datos contradictorios, pero en general 
se acepta que los animales con dietas restringidas en calorías tienen un 
descenso marcado en la producción de O,*” y H,O,, lo que explicaría el 
aumento en su longevidad. 

Como se informa en muchos noticieros televisivos, cada vez más se- 
res humanos esperan prolongar su vida mediante la práctica de la restric- 
ción calórica, lo que en esencia significa que están dispuestos a someterse 
a una dieta extremadamente limitada, aunque balanceada. The National 
Institutes of Aging también comenzó un estudio (llamado CALERIE) en 
personas con sobrepeso (pero no obesos) que se mantienen con dietas que 
aportan 25% menos calorías de las que se necesitarían para mantener su 
peso corporal habitual. Después de un periodo de seis meses con restric- 
ción calórica, estos individuos presentan cambios metabólicos notables; 
tienen menor temperatura corporal; sus concentraciones sanguíneas de 
insulina y colesterol LDL son menores; perdieron peso, como se esperaba, 
y su gasto energético se redujo más de lo esperado por el simple descenso 
de su masa corporal. Además, el nivel de daño del DNA experimentado 
por las células de estas personas se reduce, lo que sugiere un decremento 
en la producción de especies reactivas de oxígeno. Existen estudios a largo 
plazo en proceso con macacos para averiguar si su vida es más prolongada 
y saludable cuando se mantienen con dietas limitadas en calorías. Aunque 
estos estudios no han durado lo suficiente para determinar si se aumenta 
su esperanza de vida máxima (40 años en condiciones normales), estos 
animales también tienen concentraciones más bajas de glucosa, insulina y 
triglicéridos, lo que los hace menos proclives a trastornos vinculados con la 
edad, como diabetes y cardiopatía coronaria. La concentración baja de in- 
sulina sanguínea podría tener importancia especial para promover la lon- 
gevidad, ya que un estudio con nematodos y moscas de la fruta sugieren 
que el descenso en la actividad de hormonas semejantes a insulina pueden 
aumentar mucho la esperanza de vida de estos invertebrados. 

Un área de investigación relacionada se encarga del estudio de sus- 
tancias llamadas antioxidantes, capaces de destruir radicales libres en 
el tubo de ensayo. La venta de estas sustancias constituye una fuente 
importante de utilidades para la industria de las vitaminas y los suple- 
mentos alimentarios. Los antioxidantes que se encuentran en el cuerpo 
incluyen glutatión, vitamina E, vitamina C y caroteno PB (el pigmento 
naranja de las zanahorias y otras verduras). Aunque estas sustancias pue- 
den ser provechosas en la dieta por su capacidad para destruir radicales 
libres, los estudios en ratas y ratones no aportaron evidencia convincente 
de que retrasen el proceso de envejecimiento o aumenten la esperanza de 
vida. Un antioxidante en el que se ha puesto mucho interés es el resve- 
ratrol, un compuesto fenólico que se encuentra en altas concentraciones 
en la piel de las uvas rojas. Muchos creen que el resveratrol es la causa de 
los beneficios para la salud atribuidos al vino tinto. En lugar de eliminar 
radicales libres, parece que el resveratrol actúa mediante la estimulación 
de una enzima (Sir2) que tiene una función clave en la promoción de 
longevidad en estudios con animales. 


Cristal 
de NaCl 


FIGURA 2-2 La disolución de un cristal salino. Cuando se colocan 
en agua, los iones Na* y Cl” de un cristal de sal quedan rodeados por 
moléculas de agua, lo que rompe los enlaces iónicos entre ambos iones. 
Conforme la sal se disuelve, los átomos de oxígeno con carga negativa 
de las moléculas de agua se relacionan con los iones de sodio que tienen 
carga positiva; los átomos de hidrógeno con carga positiva del agua se 
relacionan con los iones cloro, de carga negativa. 


llama enlace iónico (o puente de sal). Los enlaces iónicos dentro 
de un cristal de sal pueden ser bastante fuertes. Sin embargo, si 
un cristal de sal se disuelve en agua, cada uno de los iones indi- 
viduales se rodea por moléculas de agua, lo que impide que los 
iones con carga se aproximen entre sí lo suficiente para formar 
enlaces iónicos (fig. 2-2). Como las células están compuestas so- 
bre todo por agua, los enlaces entre los iones /ibres tienen poca 
importancia. En cambio, los enlaces iónicos débiles entre grupos 
con carga opuesta de las grandes moléculas biológicas son muy 
importantes. Por ejemplo, cuando los grupos fosfato con carga 
negativa que hay en la molécula de DNA se relacionan con gru- 
pos de carga positiva en la superficie de una proteína (fig. 2-3), 
los enlaces iónicos entre ellos mantienen unido el complejo. La 
fuerza de los enlaces iónicos en una célula suele ser débil (unas 3 
kcal/mol) debido a la presencia de agua, pero en el centro de una 
proteína, de donde a menudo se excluye el agua, estos enlaces son 
mucho más fuertes. 


Enlaces de hidrógeno 


Cuando un átomo de hidrógeno se une en forma covalente con 
un átomo electronegativo, en particular con un átomo de oxí- 
geno o de nitrógeno, el par único de electrones compartidos se 
desplaza mucho hacia el núcleo del átomo electronegativo, lo que 
deja al átomo de hidrógeno con una carga positiva parcial. Como 
resultado, el núcleo desnudo con carga positiva del átomo de hi- 
drógeno puede aproximarse lo suficiente a un par no compartido 
de electrones exteriores de un segundo átomo electronegativo 
para formar una interacción atractiva (fig. 2-4). Esta interacción 
atractiva débil se denomina enlace de hidrógeno. 

Los enlaces de hidrógeno se forman entre la mayor parte 
de las moléculas polares y son muy importantes para determinar 
la estructura y propiedades del agua (descritas más adelante). Se 
forman enlaces de hidrógeno entre los grupos polares presentes 
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FIGURA 2-3 Los enlaces iónicos no covalentes tienen una función im- 


portante para mantener la molécula proteínica de la derecha (átomos 
amarillos) junto a la molécula de DNA a la izquierda. Se forman enlaces 
iónicos entre los átomos de nitrógeno con carga positiva en la proteína 
y los átomos de oxígeno electronegativos del DNA. La molécula misma 
de DNA consiste en dos cadenas separadas que se mantienen unidas 
por enlaces de hidrógeno no covalentes. Aunque un solo enlace no co- 
valente es relativamente débil y fácil de romper, una gran cantidad de 
estos enlaces entre dos moléculas, como los que hay entre dos cadenas 
de DNA, hacen que el complejo sea bastante estable. (IMAGEN SUPERIOR 
POR CORTESÍA DE STEPHEN HARRISON.) 


en las grandes moléculas biológicas, como ocurre entre dos ca- 
denas de una molécula de DNA (fig. 2-3). Como su fuerza es 
aditiva, la gran cantidad de enlaces de hidrógeno que hay entre 
las cadenas hace que el DNA de cadena doble sea una estructura 
estable. Sin embargo, como los enlaces de hidrógeno individuales 
son débiles (2 a 5 kcal/mol), las dos cadenas pueden separarse en 
forma parcial para permitir el acceso de enzimas a las cadenas 


individuales de la molécula de DNA. 


36 Capitulo 2 LAS BASES QUÍMICAS DE LA VIDA 


Enlace de hidrógeno 
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FIGURA 2-4 Enlaces de hidrógeno formados entre un átomo electrone- 
gativo, como el nitrógeno u oxígeno, que tiene una carga negativa parcial, 
y un átomo de hidrógeno, que tiene una carga positiva parcial. Los en- 
laces de hidrógeno (de unos 0.18 nm) casi siempre miden dos veces más 
que los enlaces covalentes, mucho más fuertes. 


Interacciones hidrófobas y fuerzas 
de van der Waals 


Por su capacidad de interactuar con el agua, se dice que las mo- 
léculas polares como los azúcares y aminoácidos (descritos en 
breve) son hidrofílicos, o “afines al agua”. Las moléculas no po- 
lares, como los esteroides y grasas, son insolubles en agua porque 
carecen de las regiones cargadas que las atraerían a los polos de 
las moléculas de agua. Cuando los compuestos no polares se mez- 
clan con agua, las moléculas hidrófobas (“repelente del agua”) se 
reúnen en agregados, lo cual disminuye su exposición al ambiente 
polar (fig. 2-5). Esta relación de moléculas no polares se llama 
interacción hidrófoba. Esta es la razón por la que las moléculas 
de grasa reaparecen pronto en la superficie de una sopa de res o 
pollo, incluso después de agitar el líquido con una cuchara. Esta 
es también la razón por la que los grupos no polares tienden a lo- 
calizarse en el interior de la mayor parte de las proteínas solubles, 
alejados de las moléculas circundantes de agua. 

Las interacciones hidrófobas del tipo descrito no se clasifi- 
can como enlaces verdaderos porque no se deben a una atracción 
entre las moléculas hidrófobas.? Además de este tipo de interac- 
ción, los grupos hidrófobos pueden formar enlaces débiles entre 
sí por sus atracciones electrostáticas. Las moléculas polares se 
relacionan porque su estructura tiene cargas distribuidas en for- 
ma asimétrica. Un examen más cercano de los enlaces covalentes 
que conforman una molécula no polar (como H, o CH,) reve- 
la que la distribución de electrones no siempre es simétrica. La 
distribución de electrones alrededor de un átomo en cualquier 
instante determinado es un asunto estadístico y, por tanto, varía 


2Este enunciado refleja una hipótesis aceptada según la cual un incremento de 

la entropía (desorden) aumenta las interacciones hidrófobas. Cuando un grupo 
hidrófobo se proyecta hacia un solvente acuoso, las moléculas del agua rodean 
los grupos hidrófobos. Las moléculas solventes se desordenan cuando el grupo 
hidrófobo se retira del solvente circundante. Puede encontrarse una exposición 
de este y otros puntos de vista en Nature 437:640,2005 y Curr. Opin. Struct. Biol. 
16:152, 2006. 


FIGURA 2-5 En una interacción hidrófoba, las moléculas no polares 
(hidrófobas) se reúnen en agregados, lo que disminuye su exposición a 
las moléculas de agua circundantes. 


de un instante al otro. Por consiguiente, en cualquier momento 
determinado, la densidad de electrones podría ser mayor en un 
lado del un átomo, aunque ese átomo comparta los electrones 
por igual con algún otro átomo. Estas asimetrías transitorias en 
la distribución electrónica producen separaciones momentáneas 
de la carga (dipolos) dentro de la molécula. Si dos moléculas con 
dipolos transitorios están muy próximas entre sí y orientadas en 
forma adecuada, experimentan una débil fuerza de atracción, lla- 
mada fuerza de van der Waals, que las mantiene unidas. Ade- 
más, el establecimiento de una separación temporal de la carga 
en una molécula puede inducir una separación similar en una 
molécula adyacente. De esta manera, pueden generarse fuerzas 
de atracción adicionales entre moléculas no polares. Una sola 
fuerza de van der Waals es muy débil (0.1 a 0.3 kcal/mol) y muy 
sensible a la distancia que separa los dos átomos (fig. 2-64). Sin 
embargo, como se describe en otros capítulos, las moléculas bio- 
lógicas que interactúan entre sí, por ejemplo un anticuerpo y una 
proteína en la superficie de un virus, a menudo tienen formas 
complementarias. Como resultado, muchos átomos de ambas 
moléculas tienen la oportunidad de aproximarse mucho entre sí 
(fig. 2-65), lo que hace que las fuerzas de van der Waals sean 


importantes en las interacciones biológicas. 


Las propiedades del agua para mantener la vida 


La vida en la Tierra depende por completo del agua y es factible 
que ésta sea esencial para la existencia de vida en cualquier parte 
del universo. Aunque sólo contiene tres átomos, una molécula 
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FIGURA 2-6 Fuerzas de van der Waals. (2) Conforme dos átomos se 
aproximan uno al otro, experimentan una fuerza de atracción débil que 
aumenta hasta una distancia específica, casi siempre de unos 4 Á. Si los 
átomos se aproximan más, sus nubes de electrones se repelen, lo que se- 
para a los átomos. (5) Aunque las fuerzas de van der Waals individuales 
son muy débiles, pueden formarse una gran cantidad de estas fuerzas 
de atracción si dos macromoléculas tienen superficies complementarias, 
como se indica en este esquema (la figura 2-40 presenta un ejemplo). 


de agua tiene una estructura única que le otorga propiedades ex- 
traordinarias.? Las más importantes son las siguientes. 


1. El agua es una molécula muy asimétrica con el átomo de oxí- 
geno en un extremo y los dos de hidrógeno en el otro. 

2. Cada uno de los dos enlaces covalentes de la molécula está 
muy polarizado. 

3. Los tres átomos de la molécula de agua son adeptos a formar 
enlaces de hidrógeno. 


Los atributos del agua que sostienen la vida derivan de estas 
propiedades. 

Cada molécula de agua puede formar enlaces de hidrógeno 
hasta con cuatro moléculas de agua más, lo que produce una red 


“Una manera de apreciar la estructura del agua consiste en compararla con HS. 
Al igual que el oxígeno, el azufre tiene seis electrones en su capa externa y forma 
enlaces sencillos con dos átomos de hidrógeno. Pero como el átomo de azufre es 
más grande, es menos electronegativo que el oxígeno y su capacidad para formar 
enlaces de hidrógeno es muy reducida. A temperatura ambiental, el H,S es un 
gas, no un líquido. En realidad, la temperatura debe descender a -86"C para que 
el H,S se congele y forme un sólido. 
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FIGURA 2-7 Formación de enlace de hidrógeno entre moléculas de 
agua vecinas. Cada átomo de hidrógeno de la molécula tiene casi 0.4 
partes de una carga positiva completa y un solo átomo de oxígeno tiene 
0.8 partes de una carga negativa completa. 


bien conectada de moléculas (fig. 2-7). Cada enlace de hidrógeno 
se forma cuando el hidrógeno con carga parcial positiva de una 
molécula de agua se alinea junto a un átomo de oxígeno con 
carga parcial negativa de otra molécula de agua. Por sus abun- 
dantes enlaces de hidrógeno, las moléculas de agua tienen una 
tendencia inusualmente fuerte a adherirse entre sí. Esta caracte- 
rística es más evidente en las propiedades térmicas del agua. Por 
ejemplo, cuando se calienta, la mayor parte de la energía térmi- 
ca se consume en romper los enlaces de hidrógeno, en lugar de 
contribuir al movimiento molecular (que se mide como la tem- 
peratura aumentada). De igual manera, para la evaporación del 
estado líquido al gaseoso es necesario que se rompan los enlaces 
de hidrógeno que mantienen a las moléculas de agua unidas a 
sus vecinas, y esto explica porqué se necesita tanta energía para 
convertir el agua en vapor. Los mamíferos aprovechan esta pro- 
piedad cuando sudan porque el calor necesario para evaporar el 
agua se absorbe del cuerpo, el cual queda más frío. 

El pequeño volumen de líquido acuoso presente dentro de 
una célula contiene una mezcla muy compleja de sustancias di- 
sueltas, o solutos. En realidad, el agua es capaz de disolver más 
tipos de sustancias que cualquier otro solvente. No obstante, el 
agua es más que sólo un solvente; determina la estructura de 
las moléculas biológicas y los tipos de interacciones en las que 
participan. El agua es la matriz líquida alrededor de la cual se 
construye el tejido insoluble de la célula. También es el medio a 
través del cual los materiales se desplazan de un compartimiento 
de la célula a otro; es un reactante o producto en muchas reaccio- 
nes celulares, y protege a la célula de muchas maneras: del calor 
excesivo, del frío o la radiación nociva. 

El agua es un factor tan importante en una célula porque 
puede establecer interacciones débiles con muchos tipos dife- 
rentes de grupos químicos. Recuérdese que en la página 35 se 
describe cómo las moléculas de agua con sus enlaces O—H muy 
polarizados forman una cubierta alrededor de los iones, lo que se- 
para unos iones de otros. De igual manera, las moléculas de agua 
forman enlaces de hidrógeno con moléculas orgánicas que con- 
tienen grupos polares, como aminoácidos y azúcares, lo que ase- 
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FIGURA 2-8 La importancia del agua en la estructura de la proteína. 
Se muestran las moléculas de agua (cada una con un solo átomo de oxí- 
geno rojo y dos grises más pequeños de hidrógeno) en sus sitios orde- 
nados entre las dos subunidades de una molécula de hemoglobina de al- 
meja. (Tomana DE MARTIN CHAPLIN, NATURE Revs. Mor. CELL Bror. 
7:864, 2006 © CoryRIGHT 2006, MacmILLAN MAGAZINES LIMITED.) 


gura su solubilidad dentro de la célula. El agua también tiene una 
función clave en el mantenimiento de la estructura y la función 
de macromoléculas, así como de los complejos que forman (como 
las membranas). La figura 2-8 muestra la disposición ordenada 
de las moléculas de agua entre dos subunidades de una molécula de 
proteína. Las moléculas de agua se unen entre sí y con amino- 
ácidos específicos de la proteína mediante enlaces de hidrógeno. 


1. Describa algunas de las propiedades que diferencian a 
los enlaces covalentes y los no covalentes. 

2. ¿Por qué las moléculas polares, como el azúcar de mesa, se 
disuelven con tanta facilidad en el agua? ¿Por qué se for- 
man gotitas de grasa en la superficie de una solución acuo- 
sa? ¿Por qué la transpiración ayuda a enfriar el cuerpo? 


r 


2.3 ACIDOS, BASES Y AMORTIGUADORES 


Los protones no sólo se encuentran dentro de los núcleos atómi- 
cos, también se liberan al medio cuando un átomo de hidrógeno 
pierde un electrón compartido. Considérese el ácido acético, el 
ingrediente distintivo del vinagre, que puede experimentar la re- 
acción siguiente, descrita como una disociación. 


H „O: H .0: 
HE. —>HCC. + H* 
H :O: H 0 
H 
Ácido Ion Protón 
acético acetato (ion hidrógeno) 


Una molécula capaz de liberar (donar) un ion hidrógeno se 
denomina ácido. El protón liberado por la molécula de ácido acé- 
tico en la reacción previa no permanece libre, sino que se combina 
con otra molécula. Las posibles reacciones de un protón incluyen 


E Combinación con una molécula de agua para formar un ion 
hidronio (H,0”). 
Er + ELO HO” 
E Combinación con un ion hidroxilo (OH”) para formar una 
molécula de agua. 


Ht +00" H,O 
E Combinación con un grupo amino (—NH,) en una proteína 
para formar una amina cargada. 
H* + —NH, > -NH 

Cualquier molécula que sea capaz de aceptar un protón se 
define como una base. Los ácidos y bases existen en pares, o 
parejas. Cuando el ácido pierde un protón (como cuando el ácido 
acético dona un ion hidrógeno), se convierte en una base (en 
este caso, ion acetato), que se denomina la base conjugada del áci- 
do. De igual manera, cuando una base (como un grupo —NH,) 
acepta un protón, forma un ácido (en este caso, —N H), que se 
conoce como el ácido conjugado de esa base. Por tanto, el ácido 
siempre contiene una carga positiva más que su base conjugada. 
El agua es ejemplo de una molécula anfotérica, o sea, una que 
puede actuar como ácido y como base: 

AU" = H* + H,O = OH- + H+ 
Acido Molécula Base 
anfotérica 

En la página 49 se describe otro grupo importante de mo- 
léculas anfotéricas, los aminoácidos. 

Los ácidos varían mucho con respecto a la facilidad con la 
que la molécula cede el protón. Mientras más fácil se pierda el 
protón, o sea, mientras menos fuerte sea la atracción de una base 
conjugada por su protón, es más fuerte el ácido. El ácido clorhí- 
drico es un ácido muy fuerte, transfiere con facilidad su protón 
a las moléculas de agua. La base conjugada de un ácido fuerte, 
como el HCI, es una base débil (cuadro 2-1). En cambio, el ácido 
acético es un ácido relativamente débil porque la mayor parte 
permanece no disociado cuando se disuelve en agua. En cierto 
sentido, puede considerarse el grado de disociación de un ácido 
en términos de la competencia por protones entre los compo- 
nentes de una solución. El agua es un mejor competidor, o sea 
una base más fuerte que el ion cloro, por lo que el HCI se disocia 
por completo. Por el contrario, el ion acetato es una base más 
fuerte que el agua, por lo que la mayor parte permanece como 
ácido acético no disociado. 

La acidez de una solución se mide por la concentración de 
iones hidrógeno? y se expresa en términos de pH. 

pH = -log [H+] 
donde [H*] es la concentración molar de protones. Por ejemplo, 
una solución que tenga un pH de 5 contiene una concentración 
de iones hidrógeno de 107? M. Como la escala del pH es lo- 
garítmica, el aumento de una unidad de pH corresponde a un 


¿En soluciones acuosas, los protones no existen en el estado libre, sino como 
H,O* o H,O}. En favor de la sencillez, se alude a ellos sólo como protones o 
iones hidrógeno. 


CUADRO 2-1 Potencias de ácidos y bases 


Ácidos Bases 
Muy débil H,O OH- Fuerte 
Débil NH; NH, Débil 
H,S S= 
CH,COOH CH,COO- 
FELCO, HCO; 
Fuerte H,O* H,O Muy débil 
HCl C1- 
HSO, so” 


descenso de 10 veces en la concentración de H* (o un aumento 
de 10 veces en la concentración de OH>). Por ejemplo, el jugo 
gástrico (pH 1.8) tiene una concentración de H* casi un millón 
de veces mayor que la sangre (pH 7.4). 

Cuando la molécula de agua se disocia en un ion hidroxilo y 
un protón, H,O > H* + OH”, la constante de equilibrio para 
la reacción puede expresarse como: 

y —THM[OH] 
4 H,O 

Como la concentración de agua pura siempre es 55.51 M, 
puede generarse una nueva constante, K „la constante de producto 
iónico para el agua, 


K, = [H*][0H7] 


que es igual a 107" a 25°C. En agua pura, la concentración 
aproximada de H* y OH” es cercana a 1077 M. El nivel extre- 
madamente bajo de disociación del agua indica que es un ácido 
muy débil. En presencia de un ácido, la concentración de iones 
hidrógeno se eleva y la concentración de iones hidroxilo dismi- 
nuye (como resultado de la combinación con protones para for- 
mar agua), por lo que el producto iónico permanece en 107". 

La mayoría de los procesos biológicos son muy sensibles al 
pH porque los cambios en la concentración de iones hidrógeno 
afectan el estado iónico de las moléculas biológicas. Por ejemplo, 
conforme aumenta la concentración de iones hidrógeno, el gru- 
po —NH, del aminoácido arginina capta protones para formar 
—NH;y, lo cual puede interrumpir la actividad de toda la pro- 
teína. Incluso los cambios ligeros en el pH pueden impedir las 
reacciones biológicas. Los organismos, y las células que los com- 
ponen, están protegidos contra las fluctuaciones en el pH por 
amortiguadores, compuestos que reaccionan con iones hidróge- 
no o hidroxilo libres, por lo que resisten cambios en el pH. Las 
soluciones amortiguadoras casi siempre contienen un ácido débil 
junto con su base conjugada. Por ejemplo, la sangre está amor- 
tiguada por el ácido carbónico e iones bicarbonato, que en con- 
diciones normales mantienen el pH sanguíneo alrededor de 7.4. 

HCO; + H* = H,CO, 
Ion Ion Ácido 
bicarbonato hidrógeno carbónico 

Si la concentración de iones hidrógeno se eleva (como ocu- 
rre durante el ejercicio), los iones bicarbonato se combinan con 
el exceso de protones, y así los elimina de la solución. Por el con- 
trario, el exceso de iones OH” (que se generan durante la hiper- 
ventilación) se neutralizan por los protones derivados del ácido 
carbónico. El pH del líquido dentro de las células está regulado 
en forma similar por un sistema amortiguador de fosfato consis- 


tente en HL,PO, y HPO?, 
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REVISIÓN 


1. Si se agrega ácido clorhídrico al agua, ¿qué efecto tendría 
esto en la concentración de iones hidrógeno?, ¿en el pH?, 
¿en la carga iónica de cualquier proteína en solución? 

2. ¿Cuál es la relación entre una base y su ácido conjugado? 


2.4 LA NATURALEZA DE LAS MOLECULAS 
BIOLOGICA 

La mayor parte de un organismo es agua. Si el agua se evapora, 
casi todo el peso seco restante consiste en moléculas que contienen 
átomos de carbono. Cuando se descubrió, se pensó que las molé- 
culas con carbono se encontraban sólo en los organismos vivos y 
por tanto, se denominaron moléculas orgánicas para distinguirlas 
de las moléculas inorgánicas que se encuentran en los objetos inani- 
mados. Conforme los químicos aprendieron a sintetizar cada vez 
más estas moléculas con carbono en el laboratorio, desapareció la 
mística vinculada con los compuestos orgánicos. Los compuestos 
producidos por organismos vivos se llaman bioquímicos. 

La química de la vida gira alrededor de la química del áto- 
mo de carbono. La calidad esencial del carbono que le ha permi- 
tido cumplir su función es el increíble número de moléculas que 
puede formar. Al tener cuatro electrones en la capa externa, un 
átomo de carbono puede unirse hasta con otros cuatro átomos. 
Lo más importante, cada átomo de carbono es capaz de unirse 
con otros átomos de carbono para construir moléculas con cen- 
tros formados por largas cadenas de átomos de carbono. Los 
centros de carbono pueden ser lineales, ramificados o cíclicos. 
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El colesterol, cuya estructura se muestra en la figura 2-9, ilustra 
varias disposiciones de los átomos de carbono. 


Colesterol 


FIGURA 2-9 Colesterol, cuya estructura ilustra la forma en que los áto- 
mos de carbono (representados por círculos negros) son capaces de crear 
enlaces covalentes hasta con otros cuatro átomos de carbono. Como re- 
sultado, los átomos de carbono pueden unirse para formar los esqueletos 
de una variedad ilimitada de moléculas orgánicas. La columna central de 
carbono de la molécula de colesterol incluye cuatro anillos, lo cual es 
característico de los esteroides (p. ej., estrógenos, testosterona, cortisol). 
La molécula de colesterol mostrada se trazó con un modelo de esferas y 
barras, otra manera de mostrar la estructura molecular. 
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Tanto el tamaño como la estructura del carbono lo hacen 
una opción única para generar grandes cantidades de moléculas; 
se conocen varios cientos de miles de ellas. En cambio, el silicio, 
que está justo debajo del carbono en la tabla periódica y también 
tiene cuatro electrones en la capa externa (fig. 2-1), es dema- 
siado grande para su núcleo con carga positiva para atraer a los 
electrones de la capa externa de los átomos vecinos con la fuerza 
suficiente para mantener juntas moléculas tan grandes. Se puede 
comprender mejor la naturaleza de las moléculas biológicas si se 
comienza con el grupo más sencillo de moléculas orgánicas, los 
hidrocarburos, que sólo contienen átomos de carbono e hidróge- 
no. La molécula etano (C,H,) es un hidrocarburo simple 


ita 

NA ls 
H H 
Etano 


consistente en dos átomos de carbono que se unen entre sí y 
además con tres átomos de hidrógeno. Conforme se agregan más 
carbonos, los esqueletos de las moléculas orgánicas aumentan en 


longitud y complejidad. 


Grupos funcionales 


Los hidrocarburos no se encuentran en cantidades significativas 
dentro de las células vivas (aunque constituyen la mayor parte de 
los combustibles fósiles, formados a partir de los restos de plan- 
tas y animales ancestrales). Muchas de las moléculas orgánicas 
importantes en la biología contienen átomos de carbono, como 
los hidrocarburos, pero ciertos átomos de hidrógeno se sustitu- 
yen por varios grupos funcionales. Los grupos funcionales son 
conjuntos particulares de átomos que a menudo se comportan 
como unidad y otorgan sus propiedades físicas, reactividad quí- 
mica y solubilidad en medios acuosos a las moléculas orgánicas. 
En el cuadro 2-2 se presentan algunos de los grupos funcionales 
más frecuentes. Dos de los enlaces más frecuentes entre los gru- 
pos funcionales son los enlaces éster, que se forman entre ácidos 
carboxílicos y alcoholes, y los enlaces amida, que se forman entre 
ácidos carboxílicos y aminas. 


T OO o] 
—C— OH + HO Ç > =C=0—C 


La mayor parte de los grupos del cuadro 2-2 contiene uno o 
más átomos electronegativos (N, P, O y/o S) y hacen a las molé- 
culas orgánicas más polares, más solubles en agua y más reactivas. 
Varios de estos grupos funcionales pueden ionizarse y adquirir 
una carga positiva o negativa. El efecto de la sustitución de va- 
rios grupos funcionales en las moléculas es fácil de demostrar. El 
hidrocarburo etano (CH,CH,) presentado antes es un gas tóxico 
inflamable. Se sustituye uno de los hidrógenos con un grupo hi- 
droxilo (0H) y la molécula (CH,CH,OH) se vuelve palatable; 
es el alcohol etílico. Cuando se sustituye por un grupo carboxilo 
(—COOH) y la molécula se vuelve ácido acético (CH,COOH), 
el ingrediente de sabor fuerte del vinagre. Si se sustituye por un 
grupo sulfhidrilo (SH), se forma CH,CH,SH, un compuesto 
fuerte fétido, el etilmercaptano, que usan los bioquímicos para 
estudiar las reacciones enzimáticas. 


Una clasificación de las moléculas 
biológicas por función 


Las moléculas humanas encontradas a menudo dentro de las cé- 
lulas vivas pueden dividirse en varias categorías según su función 
en el metabolismo. 


1. Macromoléculas. Las moléculas que forman la estructura y 
realizan las actividades de las células son moléculas enormes, 
bien organizadas, llamadas macromoléculas, que contienen 
entre docenas y millones de átomos de carbono. Por su tama- 
ño y las formas intrincadas que las macromoléculas pueden 
asumir, algunos de estos gigantes moleculares pueden realizar 
tareas complejas con gran precisión y eficacia. Más que cual- 
quier otra característica, la presencia de macromoléculas, otor- 
ga a los organismos las propiedades de la vida y desde el punto 
de vista químico, las coloca aparte del mundo inanimado. 

Las macromoléculas pueden dividirse en cuatro cate- 
gorías principales: proteínas, ácidos nucleicos, polisacáridos 
y ciertos lípidos. Los primeros tres tipos son polímeros for- 
mados por una gran cantidad de bloques de construcción de 
bajo peso molecular, o monómeros. Estas macromoléculas se 
construyen con monómeros por un proceso de polimerización 
que se parece al acoplamiento de vagones para formar un tren 
(fig. 2-10). La estructura básica y la función de cada tipo de 
macromolécula son similares en todos los organismos. Hasta 
que se observan las secuencias específicas de monómeros que 
conforman las macromoléculas individuales es que se vuelve 
aparente la diversidad entre los organismos. 


2. Los bloques de construcción de las macromoléculas. La mayor 
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i parte de las macromoléculas dentro de una célula tienen una 
O O vida corta en comparación con la célula misma; salvo por el 
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CUADRO 2-2 Grupos funcionales 
Metilo Hidroxilo Carboxilo Amino Fosfato Carbonilo Sulfhidrilo 
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FIGURA 2-10 Monómeros y polímeros; polimerización e hidrólisis. (a) 
Los polisacáridos, proteínas y ácidos nucleicos constan de monómeros 
(subunidades) unidas por enlaces covalentes. Los monómeros libres no 
reaccionan simplemente cada uno con el otro para convertirse en macro- 
moléculas sino que cada monómero se activa primero por la unión con 


de bajo peso molecular que están listos para incorporarse en 
las macromoléculas. Estos compuestos incluyen azúcares, que 
son los precursores de polisacáridos; aminoácidos, precursores 
de las proteínas; nucleótidos, precursores de los ácidos nuclei- 
cos, y ácidos grasos, que se incorporan en los lípidos. 


3. Intermediarios metabólicos (metabolitos). Las moléculas de 
una célula tienen estructuras químicas complejas y deben 
sintetizarse en una secuencia paso a paso que comienza con 
materiales iniciales específicos. En la célula, cada serie de re- 
acciones químicas se denomina una vía metabólica. La célula 
comienza con el compuesto A y lo convierte en el compuesto 
B, luego en el compuesto C, etc., hasta llegar a algún produc- 
to terminal funcional (como un aminoácido, bloque de cons- 
trucción de una proteína). Es probable que los compuestos 
formados en las vías que conducen a los productos terminales 
no tengan una función propia y se llaman intermediarios 
metabólicos. 


4. Moléculas con función diversa. Es obvio que ésta es una cate- 
goría amplia de moléculas, pero no tan grande como podría 
esperarse; casi todo el peso seco de una célula está conforma- 
do por macromoléculas y sus precursores directos. Las molé- 
culas con función diversa incluyen sustancias como vitaminas, 


(b) 


una molécula portadora que luego transfiere el monómero al extremo de 
la macromolécula en crecimiento. (+) Una macromolécula se desarma 
por hidrólisis de los enlaces que unen los monómeros. La hidrólisis es la 
división de un enlace por el efecto del agua. Todas estas reacciones están 
catalizadas por enzimas específicas. 


que actúan sobre todo como auxiliares de las proteínas; cier- 
tas hormonas esteroideas o formadas por aminoácidos; mo- 
léculas participantes en el almacenamiento de energía, como 
ATP; moléculas reguladoras como AMP cíclico, y productos 
metabólicos de desecho, como la urea. 


1. ¿Qué propiedades del átomo de carbono son cruciales 
para la vida? 

2. Dibuje las estructuras de cuatro grupos funcionales 
distintos. ¿Cómo altera cada uno de esos grupos la 
solubilidad de una molécula en agua? 


2.5 CUATRO TIPOS DE MOLÉCULAS 
BIOLOGICAS 


Las macromoléculas descritas pueden dividirse en cuatro tipos 
de moléculas orgánicas: carbohidratos, lípidos, proteínas y ácidos 
nucleicos. La figura 2-11 presenta las generalidades de la locali- 
zación de estas moléculas en varias estructuras celulares. 
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FIGURA 2-11 Generalidades de los tipos de moléculas biológicas que 


conforman varias estructuras celulares. 
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FIGURA 2-12 La estructura de los azúcares. (2) Fórmula en cadena recta 
de la fructosa, una cetohexosa (ceto- indica que el carbonilo [amarillo] 
se localiza dentro y hexosa que contiene seis carbonos). (5) Fórmula en 
cadena recta de la glucosa, una aldohexosa (aldo- significa que el car- 
bonilo está en el extremo de la molécula). (c) Reacción espontánea en 
la cual la glucosa cambia de una cadena abierta a un anillo cerrado (un 
anillo de piranosa). (4) La glucosa se representa casi siempre en la forma 


D-Glucosa a 
(proyección de Haworth) 


Carbohidratos 


Los carbohidratos (o glucanos, como a menudo se les llama) 
incluyen azúcares simples (o monosacáridos) y todas las mo- 
léculas más grandes construidas con azúcares como bloques de 
construcción. La función principal de los carbohidratos es la re- 
serva de energía química y materiales de construcción biológicos 
duraderos. La mayor parte de los azúcares tienen una fórmula 
general (CH,O),. Los azúcares importantes en el metabolismo 
celular tienen valores de n que van de 3 a 7. Los azúcares con 
tres, cuatro, cinco, seis y siete carbonos se conocen como triosas, 
tetrosas, pentosas, hexosas y heptosas, respectivamente. 


La estructura de los azúcares simples Cada molécula de 
azúcar consiste en una columna central de átomos de carbono 
unidos en una línea mediante enlaces simples. Cada átomo de 
carbono de la columna central se une con un solo grupo hidroxi- 
lo, salvo por el que lleva el grupo carbonilo (C=0). Si el grupo 
carbonilo tiene una posición interna (para formar un grupo ce- 
tona), el azúcar es una cetosa, como la fructosa, que se muestra 
en la figura 2-12a. Si el grupo carbonilo se sitúa en un extremo 
del azúcar, forma un grupo aldehído y la molécula es una a/dosa, 
como se ejemplifica con la glucosa en la figura 2-12%-f. Por su 
gran cantidad de grupos hidroxilo, los azúcares tienden a ser muy 
solubles en agua. 

Aunque las fórmulas de cadena recta mostradas en la figura 
2-12a,b son útiles para comparar las estructuras de varios azú- 
cares, no reflejan el hecho de que los azúcares con cinco o más 
carbonos experimentan luego una autorreacción (fig. 2-12c) que 
los convierte en una molécula cerrada o que contiene un anillo. 
Por lo general, las formas anulares de los azúcares se presentan 
como estructuras planas (p/anares) (fig. 2-124), perpendiculares 


D-Glucosa a 
(silla con esferas y barras) 


D-Glucosa a 
(forma de silla) 


(e) Y) 


de un anillo plano (planar) perpendicular a la página, con la línea gruesa 
situada cerca del lector, y los grupos H y OH proyectados arriba o debajo 
del anillo. La base para la designación de la D-glucosa a se explica en la 
sección siguiente. (e) La configuración en silla de la glucosa representa 
su estructura tridimensional con más exactitud que el anillo plano de la 
parte d. (f) Un modelo de esferas y barras de la conformación en silla 
de la glucosa. 


al plano de papel, con la línea gruesa situada más cerca del lector. 
Los grupos H y OH son paralelos al plano del papel, se proyec- 
tan por arriba o debajo del anillo del azúcar. En realidad, el anillo 
del azúcar no es una estructura plana, sino que casi siempre se 
encuentra en una conformación tridimensional parecida a una 


silla (fig. 2-12e,f). 


Estereoisomerismo Como se indicó antes, un átomo de car- 
bono puede unirse con cuatro átomos más. La disposición de los 
grupos alrededor de un átomo de carbono puede mostrarse como 
en la figura 2-13a, con el átomo de carbono situado en el centro 
de un tetraedro y los grupos unidos proyectados en las cuatro 


(a) 


(b) 
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FIGURA 2-13 Estereoisomerismo de gliceraldehído. (2) Los cuatro 
grupos unidos a un átomo de carbono (marcados a, b, c y d) ocupan las 
cuatro esquinas de un tetraedro con el átomo de carbono al centro. (4) El 
gliceraldehído es la única aldosa con tres carbonos; su segundo átomo de 
carbono está unido con cuatro grupos diferentes (—H, —OH, —CHO 
y —CH,OH). Como resultado, hay dos configuraciones posibles para el 
gliceraldehído que no pueden superponerse, sino que son imágenes en 
espejo una de la otra, como se indica. Estos dos estereoisómeros (o enan- 
tiómeros) pueden distinguirse por la configuración de los cuatro grupos 
alrededor del átomo de carbono asimétrico (o guiral). Las soluciones 
de estos dos isómeros rotan la luz polarizada en plano en direcciones 
contrarias, por lo que se dice que tienen actividad óptica. (c) Fórmulas en 
cadena recta del gliceraldehído. Por convención, el D-isómero se presen- 


ta con el grupo OH a la derecha. 
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esquinas. La figura 2-134 presenta una molécula de gliceraldehí- 
do, que es la única aldotriosa. El segundo átomo de carbono del 
gliceraldehído se une con cuatro grupos distintos (—H, —OH, 
—CHO y —CH,OH). Si los cuatro grupos unidos con un áto- 
mo de carbono son distintos, como en el gliceraldehído, existen 
dos configuraciones posibles que no pueden superponerse entre 
sí. Estas dos moléculas (llamadas estereoisómeros o enantiómeros) 
tienen la misma reactividad química, pero sus estructuras son 
imágenes en espejo (algo parecido a un par de manos humanas, 
derecha e izquierda). Por convención, la molécula se llama D- 
gliceraldehído si el grupo hidroxilo del carbono 2 se proyecta a 
la derecha, y L-gliceraldehído si se proyecta a la izquierda (fig. 
2-13c). Dado que actúa como un sitio de estereoisomerismo, el 
carbono 2 se denomina un átomo de carbono asimétrico. 

Conforme aumenta la longitud de la columna central de las 
moléculas de azúcar, también se incrementa el número de átomos 
de carbono asimétricos y, por consiguiente, el número de este- 
reoisómeros. Las aldotetrosas tienen dos carbonos asimétricos y, 
por tanto, pueden encontrarse en cuatro configuraciones distin- 
tas (fig. 2-14). De igual manera, hay ocho aldopentosas y 16 al- 
dohexosas distintas. Por convención, la designación de cada uno 
de estos azúcares se basa en la disposición de los grupos unidos 
al carbono asimétrico más alejado del aldehído (el carbono uni- 
do con el aldehído se designa C1). Si el grupo hidroxilo de ese 
carbono se proyecta a la derecha, la aldosa es un D-azúcar; si se 
proyecta a la izquierda es un L-azúcar. Las enzimas presentes en 
las células vivas pueden distinguir entre las formas D y L de un 
azúcar. Por lo general, las células usan sólo uno de los estereoisó- 
meros (como D-glucosa y L-fructosa). 

La figura 2-12c muestra la autorreacción en la que una 
molécula de glucosa con cadena recta se convierte en un anillo 
con seis elementos (piranosa). A diferencia de su precursor en 
la cadena abierta, el C1 del anillo tiene cuatro grupos distintos 
y por tanto se convierte en un nuevo centro de asimetría dentro 
de la molécula de azúcar. A causa de este átomo de carbono 
asimétrico adicional, cada tipo de piranosa existe como este- 
reoisómeros a. y B (fig. 2-15). Por convención, la molécula es 
una piranosa a cuando el grupo OH del primer carbono se 
proyecta debajo del plano del anillo, y es una piranosa B cuando 
el hidroxilo se proyecta hacia arriba. La diferencia entre las dos 
formas tiene consecuencias biológicas importantes; por ejem- 
plo, produce la forma compacta del glucógeno y las moléculas 
de almidón, y la conformación extendida de la celulosa (descri- 
ta más adelante). 
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FIGURA 2-14 Aldotetrosas. Como tienen dos átomos de carbono asimé- 
tricos, las aldotetrosas pueden existir en cuatro configuraciones. 
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FIGURA 2-15 Formación de piranosas a: y B. Cuando una molécula de 
glucosa experimenta una reacción espontánea para formar un anillo 
de piranosa (o sea, un anillo de seis elementos), se generan dos este- 
reoisómeros. Los dos isómeros están en equilibrio entre sí mediante la 


Unión de los azúcares Los azúcares pueden unirse entre sí 
mediante enlaces glucosídicos covalentes para formar grandes 
moléculas. Los enlaces glucosídicos se forman por la reacción 
entre el átomo de carbono C1 de un azúcar y el grupo hidroxilo 
de otro, lo que genera un enlace —C—0—C— entre los dos 
azúcares. Como se explica más adelante (y se indica en las figuras 
2-16 y 2-17), los azúcares pueden unirse mediante diversos enla- 
ces glucosídicos diferentes. Las moléculas formadas sólo por dos 
unidades de azúcar son disacáridos (fig. 2-16). Los disacáridos 
sirven sobre todo como las reservas de energía de fácil acceso. 
La sacarosa, o azúcar de mesa, es un componente principal de la 
savia vegetal, que transporta energía química de una parte de 
la planta a otra. La lactosa, presente en la leche de la mayor parte 
de los mamíferos, aporta a los mamíferos neonatos el combustible 
para el crecimiento y desarrollo tempranos. La lactosa de la dieta 
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FIGURA 2-16 Disacáridos. La sacarosa y la lactosa son dos de los disa- 
cáridos más frecuentes. La sacarosa se compone de glucosa y fructosa 
unidas por un enlace a(1 — 2), mientras que la lactosa se forma con 
glucosa y galactosa unidas por un enlace B(1 > 4). 


forma en cadena abierta de la molécula. Por convención, la molécula es 
una piranosa a cuando el grupo OH del primer carbono se proyecta 
por debajo del plano del anillo, y una piranosa f si el grupo hidroxilo se 


proyecta hacia arriba. 


se hidroliza por acción de la enzima lactasa, que está presente en 
las membranas plasmáticas de las células que recubren el intesti- 
no. Muchas personas pierden esta enzima después de la infancia 
y la ingestión de productos lácteos les causa molestia digestiva. 

Los azúcares también pueden unirse para formar pequeñas 
cadenas llamadas oligosacáridos (0/igo = pocos). Por lo general, 
estas cadenas se encuentran unidas por enlaces covalentes con lí- 
pidos y proteínas, lo que los convierte en glucolípidos y glucopro- 
teínas, respectivamente. Los oligosacáridos son muy importantes 
en los glucolípidos y glucoproteínas de la membrana plasmática, 
donde se proyectan desde la superficie celular (fig. 4-4c). Como 
los oligosacáridos pueden formarse de muchas combinaciones 
distintas de azúcares unitarios, estos carbohidratos tienen una 
función informativa; o sea, sirven para distinguir un tipo celular 
de otro y ayudan a mediar interacciones específicas de una célula 
con su ambiente. 


Polisacáridos Para mediados del siglo xIx, se sabía que la 
sangre de las personas con diabetes tenía un sabor dulce causado 
por la concentración alta de glucosa, el azúcar clave en el me- 
tabolismo energético. Claude Bernard, un prominente fisiólogo 
francés de esa época, buscaba la causa de la diabetes mediante la 
investigación del origen del azúcar sanguíneo. En aquella época 
se asumía que cualquier azúcar presente en un ser humano o ani- 
mal debía haber sido consumido antes en la dieta. Al trabajar con 
perros, Bernard descubrió que, incluso si los animales recibían 
una dieta carente del todo de carbohidratos, su sangre contenía una 
cantidad normal de glucosa. Estaba claro que la glucosa podía 
formarse en el cuerpo a partir de otros tipos de compuestos. 
Después de más investigaciones, Bernard descubrió que la 
glucosa ingresa a la sangre desde el hígado. Observó que el tejido 
hepático contiene un polímero insoluble de glucosa llamado glu- 
cógeno. Este investigador concluyó que varios elementos de los 
alimentos (como las proteínas) se transportan al hígado, donde 
por reacciones químicas, se convierten en glucosa y se almacenan 
como glucógeno. Luego, conforme el cuerpo necesitara azúcar co- 
mo combustible, el glucógeno del hígado se transformaba en 
glucosa, que se liberaba a la sangre para satisfacer a los tejidos 
con falta de glucosa. En la hipótesis de Bernard, el equilibrio 
entre la formación y la degradación del glucógeno en el hígado 
era el determinante principal para mantener la concentración re- 
lativamente constante (homeostática) de glucosa sanguínea. 
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FIGURA 2-17 Tres polisacáridos con monómeros de azúcar idénticos 
pero con propiedades muy diferentes. El glucógeno (a), almidón (5) y 
celulosa (c) están compuestos sólo por subunidades de glucosa, pero sus 
propiedades químicas y físicas son muy diferentes por las maneras distin- 
tas en que se unen los monómeros (los tres tipos diferentes de uniones se 
indican con números en un círculo). Las moléculas de glucógeno son las 
más ramificadas, las moléculas de almidón adquieren una configuración 
helicoidal y las moléculas de celulosa son muy largas y sin ramificación. 


La hipótesis de Bernard resultó correcta. La molécula que 
nombró glucógeno es un tipo de polisacárido, un polímero de 
azúcares unitarios unidos por enlaces glucosídicos. 


Glucógeno y almidón: polisacáridos nutricionales El glucógeno es 
un polímero ramificado que contiene un solo tipo de monómero: 
glucosa (fig. 2-17a). La mayoría de las unidades de azúcar de una 
molécula de glucógeno se unen entre sí mediante enlaces gluco- 
sídicos a(1 —> 4) (enlace tipo 2 en la figura 2-17a). Los puntos 
de ramificación se forman por un azúcar unido con tres unidades 
vecinas, en lugar de dos, como en los segmentos no ramificados 
del polímero. El vecino adicional, que forma la rama, se une por 
un enlace glucosídico a(1 —> 6) (enlace tipo 1 en la figura 2-17a). 


Mientras que el glucógeno y el almidón almacenan energía, las moléculas 
de celulosa se agrupan en fibras resistentes adecuadas para su función es- 
tructural. Las micrografías electrónicas coloreadas muestran los gránulos 
de glucógeno en una célula de hígado, granos de almidón (amiloplastos) 
en una semilla vegetal y las fibras de celulosa en una pared celular vege- 
tal; cada una se indica con una flecha. (Foros EN RECUADROS: [ARRIBA] 
Don FawceTT/VisuaLs UNLIMITED; [CENTRO] Jeremy BurGEss/PHo- 
TO RESEARCHERS; [ABAJO] Cañisco/VisuALs UNLIMITED.) 


El glucógeno sirve como almacén de energía química so- 
brante en la mayoría de los animales. Por ejemplo, los músculos 
esqueléticos de seres humanos casi siempre contienen glucógeno 
suficiente para funcionar durante 30 min de actividad moderada. 
Con base en varios factores, el peso molecular del glucógeno casi 
siempre varía entre 1 y 4 millones de daltons; cuando se alma- 
cena en las células, se concentra en lo que parecen gránulos irre- 
gulares con tinción oscura en las micrografías electrónicas (fig. 
2-17a, derecha). 

La mayoría de las plantas almacenan su energía química 
excedente en forma de almidón, que al igual que el glucógeno, 
es un polímero de glucosa. Por ejemplo, las papas y los cereales 
consisten sobre todo en almidón. En realidad, el almidón es una 
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mezcla de dos polímeros diferentes, amilosa y amilopectina. La 
amilosa es una molécula helicoidal no ramificada cuyos azúca- 
res se unen por enlaces a(1 > 4) (fig. 2-175), mientras que la 
amilopectina es ramificada. La amilopectina difiere del glucó- 
geno en que está mucho menos ramificada y tiene un patrón de 
ramificación irregular. El almidón se almacena como gránulos 
densos, o granos de almidón, incluidos en organelos rodeados por 
una membrana (plástidos) dentro de la célula vegetal (fig. 2-170, 
derecha). Aunque los animales no sintetizan almidón, tienen una 
enzima (amilasa) que lo hidroliza con facilidad. 


Celulosa, quitina y glucosaminoglucanos: polisacáridos estructurales 
Aunque algunos polisacáridos constituyen reservas energéticas 
fáciles de digerir, otros forman materiales estructurales resisten- 
tes y duraderos. Por ejemplo, el almidón y el lino consisten sobre 
todo en celulosa, que es el principal componente de las paredes 
celulares. Las telas de algodón deben su durabilidad a las largas 
moléculas no ramificadas de celulosa, ordenadas en agregados 
lado a lado para formar cables moleculares (fig. 2-17c), con una 
construcción ideal para resistir fuerzas de tracción (de tensión). 
Al igual que el glucógeno y el almidón, la celulosa consiste sólo 
en monómeros de glucosa; sus propiedades difieren tanto de 
estos polisacáridos porque las unidades de glucosa se unen por 
enlaces B(1 > 4) (enlace tipo 3 en la figura 2-17c), en lugar de 
enlaces a(1 — 4). Lo que resulta irónico es que los animales 
multicelulares (con raras excepciones) carecen de la enzima ne- 
cesaria para degradar la celulosa, que es el material orgánico más 
abundante en la Tierra y es rico en energía química. Los anima- 
les que “sobreviven” con la digestión de la celulosa, como las ter- 
mitas y las ovejas, lo hacen porque alojan bacterias y protozoarios 
que sintetizan la enzima necesaria, la celulasa. 

No todos los polisacáridos biológicos consisten en monó- 
meros de glucosa. La quifina es un polímero no ramificado del 
azúcar N-acetilglucosamina, de estructura similar a la glucosa, 
pero que tiene un grupo acetilamino, en lugar de un grupo hi- 
droxilo unido al segundo carbono del anillo. 
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N-Acetilglucosamina 


La quitina es un material estructural muy abundante entre los 
invertebrados, se encuentra sobre todo en la cubierta externa de 
insectos, arañas y crustáceos. La quitina es un material duro, re- 
sistente, pero flexible, parecido a ciertos plásticos. Los insectos 
deben gran parte de su éxito a este polisacárido con grandes op- 
ciones de adaptación (fig. 2-18). 

Otro grupo de polisacáridos que tiene una estructura más 
compleja es el de los glucosaminoglucanos (GAG). A diferencia 
de los polisacáridos, tienen una estructura —A—B—A—B—, en 
la que A y B representan dos azúcares distintos. El GAG mejor 
estudiado es la heparina, que secreta las células pulmonares y de 
otros tejidos como respuesta a la lesión hística. La heparina impi- 
de la coagulación sanguínea, lo que previene la formación de coá- 
gulos que bloquean el flujo sanguíneo del corazón o los pulmones. 


FIGURA 2-18 La quitina es el componente principal del exoesqueleto 
brillante de este saltamontes. (Tomana DE RoBERT Y LINDA MITCHELL.) 


Esta tarea la realiza mediante la activación de un inhibidor (an- 
titrombina) de una enzima clave (trombina) para la coagulación 
sanguínea. La heparina, que en condiciones normales se extrae 
de tejido porcino, se ha usado desde hace décadas para prevenir 
los coágulos sanguíneos en pacientes después de cirugía mayor. A 
diferencia de la heparina, la mayor parte de los GAG se encuentra 
en espacios que rodean a las células; su estructura y función se 
describen en la sección 7.1. Los polisacáridos más complejos 
se encuentran en las paredes de las células vegetales (sección 7.6). 


Lípidos 

Los lípidos son un grupo diverso de moléculas biológicas no po- 
lares cuyas propiedades comunes son su capacidad para disolverse 
en solventes orgánicos, como cloroformo o benceno, y su incapa- 
cidad para disolverse en agua, una propiedad que explica muchas 
de sus funciones biológicas diversas. Los lípidos importantes en 
la función celular incluyen grasas, esteroides y fosfolípidos. 


Grasas Las grasas consisten en una molécula de glicerol unida 
con enlaces éster a tres ácidos grasos; la molécula compuesta se 
denomina triacilglicerol (fig. 2-194). Se comenzará con la consi- 
deración de la estructura de los ácidos grasos. Los ácidos grasos 
son cadenas largas no ramificadas de hidrocarburos con un solo 
grupo carboxilo en un extremo (fig. 2-194). Como los dos extre- 
mos de una molécula de ácido graso tienen estructura muy distin- 
ta, también tienen propiedades diferentes. La cadena de hidrocar- 


Cola del 
ácido graso 


Fracción 
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(b) 


FIGURA 2-19 Grasas y ácidos grasos. (a) Estructura básica de un tri- 
acilglicerol (también llamado triglicérido o grasa neutra). La fracción 
glicerol, indicada en color naranja, está unida por tres enlaces éster a los 
grupos carboxilo de tres ácidos grasos cuyas colas se muestran en verde. 
(b) Ácido esteárico, un ácido graso saturado de 18 carbonos, frecuente 
en las grasas animales. (c) Modelo tridimensional de un triestearato, un 
triacilglicerol que contiene tres cadenas idénticas de ácido esteárico. (d) 
Modelo tridimensional del aceite de linaza, un triacilglicerol derivado de 
semillas de linaza que tiene tres ácidos grasos insaturados (ácidos lino- 
leico, oleico y linolénico). Los sitios de instauración, que producen ángu- 
los en la molécula, se indican por las barras de color amarillo y naranja. 


buro es hidrófoba, mientras que el grupo carboxilo (—COOH), 
que tiene carga negativa en el pH fisiológico, es hidrofílico. Las 
moléculas que tienen regiones tanto hidrófobas como hidrofílicas 
se conocen como anfipáticas; estas moléculas tienen propieda- 
des inusuales y de importancia biológica. Las propiedades de los 
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FIGURA 2-20 Los jabones consisten en ácidos grasos. En este esquema 
de una micela de jabón, las colas no polares de los ácidos grasos se dirigen 
al interior, donde interactúan con la materia grasa a disolver. Las cabezas 
de carga negativa relativa se sitúan en la superficie de la micela, donde 
interactúan con el agua circundante. Las proteínas de la membrana, que 
tienden a ser insolubles en agua, también pueden solubilizarse de esta 
manera mediante la extracción de membranas con detergentes. 


ácidos grasos pueden apreciarse si se considera un producto muy 
conocido: el jabón, que consiste en ácidos grasos. Hace siglos, los 
jabones se hacían mediante calentamiento de grasa animal en ál- 
calis fuertes (NaOH o KOH) para romper los enlaces entre los 
ácidos grasos y el glicerol. Hoy en día, la mayor parte de los jabo- 
nes se obtiene de procesos sintéticos. Los jabones deben su capa- 
cidad disolvente de grasa al hecho de que el extremo hidrófobo 
de cada ácido graso puede incrustarse en la grasa, mientras que 
el extremo hidrofílico puede interactuar con el agua circundante. 
Como resultado, los materiales grasosos se convierten en comple- 
jos (micelas) que pueden dispersarse con el agua (fig. 2-20). 

Los ácidos grasos difieren unos de otros por la longitud de su 
cadena de hidrocarburo y la presencia o ausencia de enlaces do- 
bles. Los ácidos grasos presentes en las células tienen una longitud 
que casi siempre varía entre 14 y 20 carbonos. Los ácidos grasos 
que carecen de enlaces dobles, como el ácido esteárico (fig. 2-194), 
se describen como saturados; los que tienen enlaces dobles son 
insaturados. Los ácidos grasos naturales tienen enlaces dobles en 
la configuración cis. Los dobles enlaces (de la configuración cis) 


H H Cc H 
$ . . N / 
C=C a diferencia de C=C 
/ / N 
¡e C H G 

cis trans 


producen recodos en una cadena de ácido graso. Por consiguien- 
te, mientras más enlaces dobles tenga la cadena del ácido graso, 
es menor la compactación que pueden lograr estas largas cade- 
nas. Esto reduce la temperatura a la que se licua (funde) un lípido 
que contiene ácidos grasos. El triestearato, cuyos ácidos grasos 
carecen de enlaces dobles (fig. 2-19c), es un componente fre- 
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cuente de las grasas animales y permanece en estado sólido a una 
temperatura mayor a la ambiental. En cambio, la abundancia de 
enlaces dobles en las grasas vegetales explica su estado líquido, 
tanto en la célula vegetal como en el estante de las tiendas, y 
también explica el término “poliinsaturado” en su etiqueta. Las 
grasas que son líquidas a temperatura ambiental se denominan 
aceites. La figura 2-19d muestra la estructura del aceite de lina- 
za, un lípido muy volátil extraído de las semillas de linaza que 
permanece en estado líquido a una temperatura mucho menor 
que el triestearato. Las grasas sólidas, como la margarina, se for- 
man a partir de aceites vegetales insaturados a los que se reducen 
los dobles enlaces con átomos de hidrógeno (proceso llamado 
hidrogenación) mediante procesos químicos. El proceso de hidro- 
genación también convierte algunos de los enlaces dobles cis en 
enlaces dobles trans, que son rectos, no doblados. Este proceso 
genera grasas parcialmente hidrogenadas o grasas trans. 

Una molécula de grasa puede contener tres ácidos grasos 
idénticos (como en la figura 2-19c) o puede ser una grasa mixta, 
con más de una especie de ácido graso (fig. 2-194). La mayoría 
de las grasas naturales, como el aceite de oliva o mantequilla, son 
una mezcla de moléculas con distintas especies de ácidos grasos. 

Las grasas son muy ricas en energía química; 1 g de grasa 
contiene dos veces más energía que 1 g de carbohidrato (por 
razones explicadas en la sección 3.1). Los carbohidratos funcio- 
nan sobre todo como fuente energética a corto plazo y de acceso 
rápido, mientras que las reservas de grasa almacenan energía para 
el largo plazo. Se calcula que una persona de tamaño promedio 
contiene alrededor de 500 g de carbohidratos, sobre todo en for- 
ma de glucógeno. Esta cantidad de carbohidrato aporta cerca 
de 2000 kcal de energía total. Durante el ejercicio extenuante de 
un día, una persona puede agotar toda su reserva de carbohidra- 
tos. En cambio, la persona promedio tiene alrededor de 16 kg 
de grasa (equivalentes a 144000 kcal de energía), y como todos 
saben, puede requerirse mucho tiempo para agotar la reserva de 
este material. 

Como carecen de grupos polares, las grasas son muy insolu- 
bles en agua y se almacenan en las células en forma de gotas de 
lípido seco. Como las gotitas de lípido no contienen agua, como 
los gránulos de glucógeno, son una reserva energética muy con- 
centrada. En muchos animales, la grasa está almacenada en cé- 
lulas especiales (adipocitos) cuyo citoplasma está lleno con una o 
unas cuantas gotas grandes de lípido. Los adipocitos tienen una 
capacidad notable para cambiar su volumen a fin de adaptarse a 
las cantidades variables de grasa. 


Esteroides Los esteroides se acumulan alrededor de un es- 
queleto de hidrocarburo característico de cuatro anillos. Uno de 
los esteroides más importantes es el colesterol, un componente 
de las membranas de las células animales y precursor en la sínte- 
sis de diversas hormonas esteroideas, como la testosterona, pro- 
gesterona y estrógenos (fig. 2-21). El colesterol está casi ausente 
de las células vegetales, razón por la cual los aceites vegetales se 
consideran “libres de colesterol”, pero las plantas pueden conte- 
ner grandes cantidades de compuestos relacionados. 


Fosfolípidos La figura 2-22 presenta la estructura química de 
un fosfolípido. La molécula se parece a la grasa (triacilglicerol), 
pero sólo tiene dos cadenas de ácido graso, en lugar de tres; es 
un diacilglicerol. El tercer hidroxilo de la columna central se une 
con un grupo fosfato mediante un enlace covalente, el cual a su 
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FIGURA 2-21 La estructura de los esteroides. Todos los esteroides com- 
parten el esqueleto básico de cuatro anillos. Las diferencias aparente- 
mente menores en la estructura química entre el colesterol, testosterona 
y estrógenos generan profundas diferencias biológicas. 


vez se une mediante otro enlace covalente con un pequeño grupo 
polar, como la colina, que se muestra en la figura 2-22. Por tanto, 
a diferencia de las moléculas de grasa, los fosfolípidos tienen dos 
extremos con propiedades muy distintas: el extremo que contie- 
ne al grupo fosfato tiene un carácter hidrofílico distintivo; el otro 
extremo compuesto por las dos puntas de ácido graso tiene un 
carácter hidrófobo distintivo. Como los fosfolípidos actúan sobre 
todo en las membranas celulares, y como las propiedades de las 
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FIGURA 2-22 El fosfolípido fosfatidilcolina. La molécula consiste en 
una columna central de glicerol cuyos grupos hidroxilo están unidos 
mediante enlaces covalentes con dos ácidos grasos y un grupo fosfato. 
El fosfato de carga negativa también está unido con un pequeño grupo 
colina de carga positiva. El extremo de la molécula que contiene la fos- 
forilcolina es hidrofílico, mientras que el extremo opuesto, consistente en 
la cola del ácido graso, es hidrófobo. La estructura y función de la fosfa- 
tidilcolina y otros fosfolípidos se describen con detalle en la sección 4.3. 


membranas celulares dependen de sus componentes fosfolipídi- 
cos, se describirán con más detalle en las secciones 4.3 y 15.2, en 
relación con las membranas celulares. 


Proteínas 


Las proteínas son las macromoléculas que realizan todas las ac- 
tividades celulares; son las herramientas y máquinas moleculares 
que hacen que las cosas sucedan. Como enzimas, las proteínas 
aceleran mucho las reacciones metabólicas; como cables estruc- 
turales, las proteínas brindan soporte mecánico, tanto dentro de 
las células como en su periferia (fig. 2-23a); como hormonas, fac- 
tores de crecimiento y activadores génicos, las proteínas realizan 
una gran cantidad de funciones reguladoras; como receptores de 
membrana y transportadores, determinan ante qué reacciona una 
célula y qué tipos de sustancias entran o salen de ella; como fila- 
mentos contráctiles y motores moleculares, constituyen la maqui- 
naria para los movimientos biológicos. Entre sus múltiples fun- 
ciones adicionales, las proteínas actúan como anticuerpos, toxi- 
nas, forman coágulos sanguíneos, absorben o refractan la luz (fig. 
2-23)) y transportan sustancias de una parte del cuerpo a otra. 
¿Cómo es que un tipo de molécula puede tener funciones 
tan variadas? La explicación reside en las estructuras molecula- 
res ilimitadas que las proteínas pueden asumir como grupo. Sin 
embargo, cada proteína tiene una estructura única y definida que 
le permite realizar una función particular. Lo más importante, 
las proteínas tienen formas y superficies que les permiten tener 
interacciones selectivas con otras moléculas. En otras palabras, las 
proteínas tienen un alto grado de especificidad. Por ejemplo, es 
posible que una enzima particular que divide el DNA reconozca 
un segmento del DNA que contiene una secuencia específica de 
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ocho nucleótidos, al tiempo que ignora todas las demás 65535 
secuencias posibles formadas por este número de nucleótidos. 


Los bloques de construcción de las proteínas Las pro- 
teínas son polímeros formados por monómeros de aminoácidos. 
Cada proteína tiene una secuencia única de aminoácidos que da 
a la molécula sus propiedades únicas. Muchas de las capacidades 
de una proteína pueden comprenderse si se examinan las propie- 
dades químicas de sus aminoácidos constituyentes. Son 20 los 
aminoácidos distintos usados habitualmente en la construcción 
de proteínas, ya sea de un virus o un humano. Es necesario con- 
siderar dos aspectos de la estructura del aminoácido: uno que es 
común a todos y el que es único de cada aminoácido. Se conside- 
ran primero las propiedades compartidas. 


Las estructuras de los aminoácidos Todos los aminoácidos tienen 
un grupo carboxilo y un grupo amino, separados entre sí por un 
solo átomo de carbono, el carbono a (fig. 2-24a,b). En una solu- 
ción acuosa neutra, el grupo carboxilo a pierde su protón y existe 
en un estado con carga negativa (—C00”), y el grupo amino 
a acepta un protón y se encuentra en estado con carga positiva 
(NH) (fig. 2-24). En la página 43 se indicó que los átomos de 
carbono unidos con cuatro grupos distintos existen en dos confi- 
guraciones (esterevisómeros) que no pueden superponerse entre sí. 
Los aminoácidos también tienen átomos de carbono asimétricos. 
Excepto por la glicina, el carbono a de los aminoácidos se une 
con cuatro grupos distintos, por lo que cada aminoácido puede 
existir en una forma D o L (fig. 2-25). Los aminoácidos usados en 
la síntesis de una proteína en un ribosoma siempre son aminoáci- 
dos L. La “selección” de aminoácidos L debe haber ocurrido muy 
temprano en la evolución celular y se ha conservado durante miles 


(a) 


FIGURA 2-23 Dos ejemplos de las miles de estructuras biológicas com- 
puestas sobre todo por proteína. Estas incluyen (a) plumas, que son 
adaptaciones en las aves para aislamiento térmico, vuelo e identificación 


(b) 


sexual, y (4) las lentes oculares, como en esta araña lanzadora de red, que 
enfoca los rayos de luz. (a: DARRELL GuLIn/GeTTY IMAGES; B: MANTIS 
WILDLIFE FiLms/OxFORD SCIENTIFIC FiLms/ANIMALS ANIMALS.) 
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FIGURA 2-24 Estructura de aminoácido. Modelo de esferas y barras (a) 
y fórmula química (4) de un aminoácido en el que R puede ser cual- 
quiera de varios grupos químicos (fig. 2-26). (c) La formación de un 
enlace peptídico ocurre por condensación de dos aminoácidos, que aquí 
se presentan en estado sin carga. En la célula, esta reacción ocurre en 
un ribosoma, cuando un aminoácido se transfiere de una molécula por- 


tadora (tRNA) al extremo de una cadena polipeptídica en crecimiento 
(fig. 11-49). 


-Alanina 
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FIGURA 2-25 Estereoisomerismo de aminoácido. Como el carbono a 
de todos los aminoácidos, salvo la glicina, está unido con cuatro grupos 
diferentes, existen dos estereoisómeros posibles. Se muestran las formas 
D y L de la alanina. 


de millones de años. Sin embargo, los microorganismos utilizan D- 
aminoácidos en la síntesis de ciertos péptidos pequeños, incluidos 
los de la pared celular y varios antibióticos (p. ej., gramicidina A). 

Durante el proceso de síntesis de proteína, cada aminoáci- 
do se une con dos aminoácidos más y forman un polímero lar- 
go, continuo, no ramificado llamado cadena polipeptídica. Los 
aminoácidos que conforman esta cadena se unen por enlaces 
peptídicos, formados por la unión del grupo carboxilo de un 
aminoácido y el grupo amino de su vecino, con la eliminación 
de una molécula de agua (fig. 2-24c). Una cadena polipeptídi- 
ca compuesta por una hilera de aminoácidos unidos por enlaces 
peptídicos tiene la siguiente columna central: 


Enlace peptídico 


La cadena polipeptídica “promedio” contiene alrededor de 
450 aminoácidos. El polipéptido más largo conocido, que se en- 
cuentra en la proteína muscular titina, contiene más de 30000 
aminoácidos. Una vez incorporados en una cadena polipeptídica, 
los aminoácidos se denominan residuos. El residuo de un extre- 
mo de la cadena, el extremo N, contiene un aminoácido con un 
grupo amino a libre (no unido), mientras que el residuo en el 
extremo contrario, el extremo C, tiene un grupo carboxilo a libre. 
Además de los aminoácidos, muchas proteínas contienen otros 
tipos de componentes que se agregan después de la síntesis del 
polipéptido. Estos incluyen carbohidratos (glucoproteínas), gru- 
pos que contienen metales (metaloproteínas) y grupos orgánicos 
(p. ej., lavoproteínas). 


Las propiedades de las cadenas laterales La columna central, o ca- 
dena principal, del polipéptido está formada por la parte de cada 
aminoácido que es común a todos ellos. La cadena lateral o gru- 
po R (fig. 2-24), unida al carbono a, es muy variable entre los 20 
bloques de construcción y es esta variabilidad la que al final da a 
las proteínas sus estructuras y actividades diversas. Si las diversas 
cadenas laterales de los aminoácidos se consideran en conjunto, 
presentan una gran variedad de características estructurales, va- 
rían desde los que tienen carga completa hasta los hidrófobos, 
y pueden participar en enlaces covalentes y no covalentes muy 
diversos. Como se explica en el capítulo siguiente, las cadenas 
laterales de los “sitios activos” de las enzimas pueden facilitar 
(catalizar) muchas reacciones orgánicas distintas. Las caracte- 
rísticas variadas de las cadenas laterales de los aminoácidos son 
importantes tanto para las interacciones inżramoleculares, que 
determinan la estructura y actividad de la molécula, como para 
las intermoleculares, que determinan la relación de un polipép- 
tido con otras moléculas, incluidos otros polipéptidos (pág. 59). 

Los aminoácidos se clasifican según las características de 
sus cadenas laterales. En términos generales, caen en cuatro cate- 
gorías: polares con carga, polares sin carga, no polares y aquellos 
con propiedades únicas (fig. 2-26). 


1. Polares con carga. Los aminoácidos de este grupo incluyen el 
ácido aspártico, ácido glutámico, lisina y arginina. Estos cuatro 
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Propiedades de las cadenas laterales (grupo R): 


Las cadenas laterales hidrofílicas actúan como ácidos o bases que tienden a tener cargas completas (+ o =) en condiciones fisiológicas. 
Las cadenas laterales forman enlaces iónicos que a menudo participan en reacciones químicas. 
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Propiedades de la cadena lateral: 


Las cadenas laterales hidrofílicas tienden a tener cargas parciales + o — que les permiten participar en reacciones químicas, 
formar puentes de H y relacionarse con agua. 


SH CH,—CH, 
| 
j CH CH h-c -07 
“NC =C=0 TNC =e =O Ko l 
A 3 i i 0 
HO “Hb 
Glicina Cisteína Prolina 
(Gly o G) (Cys o C) (Pro o P) 
La cadena lateral está constituida sólo por un Aunque la cadena lateral tiene una Aunque la cadena lateral tiene una 
átomo de hidrógeno y puede adaptarse a naturaleza polar sin carga, posee naturaleza hidrófoba, tiene la propiedad 
un ambiente hidrófilo o hidrófobo. La glicina la propiedad única de formar un única de crear dobleces en las cadenas 
reside a menudo en sitios en donde los dos enlace covalente con otra cisteína polipeptídicas y alterar estructuras 
polipéptidos están en contacto estrecho. para formar un enlace disulfuro. secundarias ordenadas. 
FIGURA 2-26 Estructura química de los aminoácidos. Estos 20 ami- ácidos se clasifican en cuatro grupos según la naturaleza de sus cadenas 
noácidos son los más frecuentes en las proteínas y, en particular, los co- laterales, como se describe en el texto. Todas las moléculas se ilustran 
dificados por el DNA. Pueden existir otros aminoácidos como resultado como aminoácidos libres en su estado ionizado, como se encontrarían en 


de alguna modificación a alguno de los que se presentan. Los amino- solución con pH neutro. 
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aminoácidos tienen cadenas laterales que se cargan por com- 
pleto; o sea, que las cadenas laterales contienen ácidos y bases 
orgánicos relativamente fuertes. La figura 2-27 muestra las 
reacciones de ionización del ácido glutámico y la lisina. Con 
pH fisiológico, las cadenas laterales de estos aminoácidos casi 
siempre se encuentran en estado con carga plena. Por consi- 
guiente, son capaces de formar enlaces iónicos con otras espe- 
cies cargadas en la célula. Por ejemplo, los residuos de arginina 
con carga positiva de las proteínas histonas, se unen mediante 
enlaces iónicos con los grupos fosfato con carga negativa del 
DNA (fig. 2-3). La histidina también se considera un ami- 
noácido polar con carga, aunque en la mayor parte de los casos 
sólo tiene una carga parcial en el pH fisiológico. De hecho, 
por su capacidad para ganar o perder un protón en el intervalo 
fisiológico de pH la histidina es un residuo muy importante en 
el sitio activo de muchas proteínas (como en la figura 3-13). 


FIGURA 2-27 La ionización de aminoácidos polares, con carga. (a) La 
cadena lateral del ácido glutámico pierde un protón cuando su grupo 
ácido carboxílico se ioniza. El grado de ionización del grupo carboxilo 
depende del pH del medio: cuanto más alta es la concentración de io- 
nes hidrógeno (pH bajo), menor es el porcentaje de grupos carboxilo en 
estado ionizado. Por el contrario, un aumento del pH incrementa la io- 
nización del protón del grupo carboxilo, lo que eleva el porcentaje de las 
cadenas laterales de ácido glutámico con cargas negativas. El pH en el 
cual 50% de las cadenas laterales está ionizado y 50% no, se conoce como 
pK, que es 4.4 para la cadena lateral del ácido glutámico libre. Con pH 
fisiológico, casi todos los residuos del ácido glutámico del polipéptido 
tienen carga negativa. (4) La cadena lateral de la lisina se ioniza cuando 
su grupo amino gana un protón. Cuanto más alta es la concentración de 
iones hidroxilo (pH alto), menor es el porcentaje de grupos amino con 
carga positiva. El pH en el cual 50% de las cadenas laterales de la lisina 
está cargado y 50% no, es 10.0, que es el pK para la cadena lateral de la 
lisina libre. Con pH fisiológico, todos los residuos de lisina de un poli- 
péptido tienen carga positiva. Una vez incorporados en un polipéptido 
el pK de un grupo cargado depende mucho del ambiente circundante. 


2. Polares sin carga. Las cadenas laterales de estos aminoácidos 
tienen una carga positiva o negativa parcial y por tanto pue- 
den formar enlaces de hidrógeno con otras moléculas, inclui- 
da el agua. A menudo, estos aminoácidos son muy reactivos. 
En esta categoría se incluyen la asparagina y glutamina (las 
amidas del ácido aspártico y del ácido glutámico), treonina, 
serina y tirosina. 


3. No polares. Las cadenas laterales de estos aminoácidos son 
hidrófobas e incapaces de formar enlaces electrostáticos o de 
interactuar con agua. Los aminoácidos de esta categoría son 
alanina, valina, leucina, isoleucina, triptófano, fenilalanina y 
metionina. Las cadenas laterales de los aminoácidos no pola- 
res casi siempre carecen de oxígeno y nitrógeno. Varían sobre 
todo en tamaño y forma, lo que permite que uno u otro de ellos 
se empaque en forma compacta en un espacio particular en el 
centro de una proteína, y se relaciona con otro como resultado 
de las fuerzas de van der Waals e interacciones hidrófobas. 


4. Los otros tres aminoácidos. La glicina, prolina y cisteína tienen 
propiedades únicas que los separan de los otros aminoácidos. 
La cadena lateral de glicina consiste sólo en un átomo de hi- 
drógeno y la glicina es un aminoácido muy importante justo 
por esta razón. Debido a la falta de una cadena lateral, los 
residuos de glicina brindan un sitio en el que las columnas 
centrales de dos polipéptidos (o dos segmentos del mismo 
polipéptido) pueden aproximarse mucho entre sí. Además, la 
glicina es más flexible que los otros aminoácidos y permite 
que algunas partes de la columna central se muevan o formen 
una bisagra. La prolina es única porque su grupo amino a 
forma parte de un anillo (lo que lo hace un iminoácido). La 
prolina es un aminoácido hidrófobo que no se adapta con fa- 
cilidad en una estructura secundaria ordenada, como una hé- 
lice a (pág. 54), lo que a menudo produce dobleces o bisagras. 
La cisteína contiene un grupo sulfhidrilo reactivo (—SH) y 
a menudo establece enlaces covalentes con otro residuo de 
cisteína, como un puente disulfuro (—SS—). 


Cisteína 
CIO Ho ho O 
l Il | Il 
SN FeR CS NS CS 
CH, CH, 
SH Oxidación 
=j F ES 
En BE + 2H* + 2e 
Reducción 
CH, CH, 
—N>6=>€> =N= C=C 
l Il | Il 
CIO) Ho E 0 


A menudo se forman puentes de disulfuro entre dos cis- 
teínas que están distantes una de otra en la estructura del po- 
lipéptido o incluso en dos polipéptidos separados. Los puentes 
de disulfuro ayudan a estabilizar las intrincadas formas de las 
proteínas, en particular aquellas que se presentan fuera de las cé- 
lulas donde son sometidas a tensión física y química adicionales. 


No todos los aminoácidos descritos en esta sección se en- 
cuentran en todas las proteínas, tampoco se distribuyen en for- 
ma equivalente. Además, existen varios aminoácidos más en las 
proteínas, pero provienen de alteraciones en las cadenas laterales 
de los 20 aminoácidos básicos después de su incorporación en la 
cadena polipeptídica. Por tal razón, se llaman modificaciones 
postraduccionales (PTM, posttranslational modifications). Se 
han documentado docenas de tipos distintos de PTM. La PTM 
más difundida e importante es la adición de un grupo fosfato 
a un residuo de serina, treonina o tirosina. Las PTM pueden 
producir cambios espectaculares en las propiedades y función de 
una proteína, los más notables es la modificación de su estructura 
tridimensional, nivel de actividad, localización dentro de la célu- 
la, duración de su vida y/o sus interacciones con otras moléculas. 
La presencia o ausencia de un solo grupo fosfato en una proteína 
reguladora clave es capaz de determinar si una célula se com- 
porta como cancerosa o como normal. A causa de las PTM, un 
solo polipéptido puede existir como varias moléculas biológicas 
distintas. 

El carácter iónico, polar o no polar de las cadenas laterales 
de un aminoácido es muy importante para la estructura y función de 
una proteína. Las proteínas más solubles (o sea, no de membra- 
na) se construyen de tal manera que los residuos polares se sitúan 
en la superficie de la molécula, donde pueden relacionarse con el 
agua circundante y contribuir a la solubilidad de la proteína en 
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una solución acuosa (fig. 2-284). En cambio, los residuos no po- 
lares se sitúan sobre todo en el centro de la molécula (fig. 2-284). 
Los residuos hidrófobos del interior de la proteína a menudo se 
aglomeran juntos, lo que crea un tipo de rompecabezas tridimen- 
sional en el que las moléculas de agua casi siempre se excluyen. 
Las interacciones hidrófobas entre las cadenas laterales no po- 
lares de estos residuos son la fuerza impulsora durante el plega- 
miento de las proteínas (pág. 62) y contribuyen mucho a la es- 
tabilidad general de la proteína. En muchas enzimas, los grupos 
polares reactivos se proyectan hacia el interior no polar, lo que da 
a la proteína su actividad catalítica. Por ejemplo, un ambiente no 
polar puede aumentar las interacciones iónicas entre grupos car- 
gados que de otra manera se reducirían por la competencia con 
el agua en un ambiente acuoso. Algunas reacciones que podrían 
ocurrir a una velocidad imperceptible en el agua pueden ocurrir 
en millonésimas de segundo dentro de la proteína. 


La estructura de las proteínas En ningún aspecto de la bio- 
logía se ilustra mejor la relación íntima entre la forma y la función 
que en las proteínas. La estructura de la mayoría de las proteínas 
está definida y es predecible del todo. Cada aminoácido en una de 
estas macromoléculas gigantes se localiza en un sitio específico 
dentro de la estructura, lo que da a la proteína la forma y reactivi- 
dad precisas que se requieren para el trabajo que va a realizar. La 
estructura proteínica puede describirse en varios niveles de orga- 


(a) 
Disposición de residuos hidrofílicos e hidrófobos de 


aminoácidos en la proteína soluble del citocromo c. (a) Las cadenas 
laterales hidrofílicas, que se muestran en verde, se sitúan sobre todo en 
la superficie de la proteína, donde están en contacto con el medio acuoso 
circundante. (4) Los residuos hidrófobos, en rojo, se localizan principal- 


(2) 


mente en el centro de la proteína, sobre todo en la proximidad del gru- 
po hem central. (ILUSTRACIÓN, IRVING Gris. IMAGEN DE IRVING GEIS 
CoLLecrion/HowarD HucHes MEDICAL INSTITUTE. DERECHOS 
PROPIEDAD DE HHMI. REPRODUCIDA SÓLO CON AUTORIZACIÓN.) 
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nización, cada uno subraya un aspecto diferente y todos depen- 
den de cuatro tipos diferentes de interacciones. Por convención, 
se describen cuatro de estos niveles: primario, secundario, terciario 
y cuaternario. El primero, la estructura primaria, se refiere a la 
secuencia de aminoácidos en una proteína, mientras que los otros 
tres se refieren a la organización de la molécula en el espacio. Para 
comprender el mecanismo de acción y la función biológica de una 
proteína, es indispensable saber cómo se construye una proteína. 


Estructura primaria La estructura primaria de un polipéptido 
es la secuencia lineal específica de aminoácidos que constituyen 
la cadena. Con 20 bloques distintos, el número de polipéptidos 
diferentes que puede formarse es 20”, donde 7 es el número de 
aminoácidos en la cadena. Como la mayoría de los polipéptidos 
contienen mucho más de 100 aminoácidos, la variedad de se- 
cuencias posibles es ilimitada. La información para el orden pre- 
ciso de aminoácidos en cada proteína que un organismo produce 
está codificada en el genoma de ese organismo. 

Como se explica más adelante, la secuencia de aminoácidos 
aporta la información necesaria para determinar la forma tridi- 
mensional de una proteína y, por tanto, su función. Por lo tanto, 
la secuencia de aminoácidos es crucial y es probable que los cam- 
bios producidos en la secuencia como resultado de mutaciones 
genéticas en el DNA no sean tolerables. El primer ejemplo y 
el mejor estudiado de esta relación es el cambio en la secuencia 
de aminoácidos de la hemoglobina que causan la enfermedad 
anemia drepanocítica. Esta anemia grave y hereditaria se debe a 
un solo cambio en la secuencia de aminoácidos en la molécula de 
hemoglobina: un residuo no polar de vaina se encuentra donde 
debiera estar un ácido glutámico con carga. Este cambio en la 
estructura de la hemoglobina puede tener un efecto espectacular 
en la forma de los eritrocitos, los transforma de células discoi- 
des en células falciformes (fig. 2-29) que tienden a tapar los vasos 
sanguíneos pequeños, lo que causa dolor y crisis que ponen en 
peligro la vida. No todos los cambios en los aminoácidos tienen 
un efecto tan drástico, como se demuestra por las diferencias en 
la secuencia de aminoácidos en la misma proteína en organis- 
mos relacionados. El grado en que se toleran los cambios en la 


1 um 


FIGURA 2-29 Micrografía electrónica de barrido de un eritrocito de 
una persona con anemia drepanocítica. Compárese con la micrografía 
de un eritrocito normal en la figura 4-32a. (Cortesía DE J. T. THor- 
NWwAITE, B. F. CAMERON Y R. C. Ler.) 


secuencia primaria depende del grado en que se alteren la forma 
de la proteína o los residuos funcionales críticos. 

Frederick Sanger et al. fueron los primeros en identificar 
la secuencia de aminoácidos de una proteína en la Cambridge 
University, a principios del decenio de 1950. La insulina bovina 
se eligió para el estudio por su disponibilidad y tamaño pequeño: 
dos cadenas polipeptídicas de 21 y 30 aminoácidos. La identifi- 
cación de la secuencia de la insulina fue una hazaña en el campo 
emergente de la biología molecular. Reveló que las proteínas, las 
moléculas más complejas de las células, tienen una subestructura 
definible que no es regular ni repetitiva, a diferencia de los po- 
lisacáridos. Cada polipéptido particular, ya sea insulina o algún 
otro, tiene una secuencia específica de aminoácidos que no varía 
de una molécula a otra. Con el advenimiento de las técnicas para 
identificación rápida de la secuencia de DNA (sección 18.15), 
la estructura primaria de un polipéptido puede deducirse a par- 
tir de la secuencia de nucleótidos del gen que lo codifica. En 
los últimos años se descubrieron las secuencias completas de los 
genomas de cientos de organismos, incluidos los humanos. Al 
final, esta información permitirá a los investigadores aprender 
sobre todas las proteínas que puede producir un organismo. Sin 
embargo, la traducción de la información sobre la secuencia pri- 
maria al conocimiento de los niveles más altos de la estructura 
proteínica todavía es un desafío formidable. 


Estructura secundaria Toda la materia existe en el espacio y por 
tanto tiene una expresión tridimensional. Las proteínas se for- 
man mediante enlaces entre una gran cantidad de átomos; por 
consiguiente, su forma es compleja. El término conformación se 
refiere a la disposición tridimensional de los átomos de una mo- 
lécula, o sea, su organización espacial. La estructura secundaria 
describe la conformación de porciones de la cadena polipeptí- 
dica. Los estudios iniciales sobre la estructura secundaria fue- 
ron realizados por Linus Pauling y Robert Corey del California 
Institute of Technology. Mediante el estudio de la estructura de 
péptidos simples consistentes en unos cuantos aminoácidos uni- 
dos, Pauling y Corey concluyeron que las cadenas polipeptídicas 
existen en conformaciones preferidas que permiten el máximo 
número posible de enlaces hidrógeno entre aminoácidos vecinos. 

Se propusieron dos conformaciones. En una, la columna 
central del polipéptido asumía la forma de una espiral giratoria 
cilíndrica llamada hélice alfa (æ) (fig. 2-30a,0). La columna cen- 
tral se encuentra en el interior de la hélice y las cadenas laterales 
se proyectan hacia fuera. La estructura helicoidal se estabiliza con 
enlaces de hidrógeno entre los átomos de un enlace peptídico y 
los situados justo arriba y debajo de éste en la espiral (fig. 2-300). 
Los patrones de difracción de rayos X de las proteínas reales 
producida durante la década de 1950 descubrieron la existencia 
de la hélice a, primero en la proteína queratina encontrada en el 
pelo y más tarde en varias proteínas unidas con oxígeno, como la 
mioglobina y la hemoglobina (fig. 2-34). Las superficies de los 
lados opuestos de una hélice a pueden tener propiedades con- 
trastantes. En las proteínas hidrosolubles, la superficie externa de 
una hélice a a menudo contiene residuos polares en contacto con 
el solvente, mientras que la superficie interna casi siempre tiene 
cadenas laterales no polares. 

La segunda conformación propuesta por Pauling y Corey 
fue la hoja plegada beta (B), que consiste en varios segmentos de 
un polipéptido dispuestos lado a lado. A diferencia de la forma 


FIGURA 2-30 La hélice æ. (2) Linus Pauling (izquierda) y Robert Corey 
con un modelo en madera de la hélice a. El modelo tiene una escala de 
1 pulgada por Á, lo que representa una amplificación de 254 millones 
de veces. (4) Trayectoria helicoidal alrededor de un eje central que sigue 
la columna central del polipéptido en una región de la hélice œ. Cada giro 
completo (3607) de la hélice corresponde a 3.6 residuos de aminoácidos. 
La distancia sobre el eje entre residuos adyacentes es de 1.5 Å. (c) Dis- 
posición de los átomos de la columna central de la hélice a y los enlaces 


cilíndrica espiral de la hélice a, la columna central de cada seg- 
mento de polipéptido (o cadena B), en una hoja B asume una 
conformación plegada o plisada (fig. 2-314). Como la hélice a, la 
hoja B también se caracteriza por una gran cantidad de enlaces de 
hidrógeno, pero éstos se orientan en forma perpendicular al eje 
longitudinal de la cadena polipeptídica y se proyectan desde una 
parte de la cadena a la otra (fig. 2-314). Como la hélice a, la hoja 
B también se ha encontrado en muchas proteínas. Debido a que 
las cadenas B están muy extendidas, la hoja f resiste las fuerzas 
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3.6 
residuos 


a 


(b) 


de hidrógeno que se forman entre los aminoácidos. Por la rotación he- 
licoidal, los enlaces peptídicos de cada cuatro aminoácidos quedan muy 
próximos entre sí. La unión de un grupo carbonilo (C=0) de un enlace 
peptídico con el grupo imino (H—N) de otro enlace peptídico da lugar 
a la formación de enlaces hidrógeno entre ellos. Los enlaces de hidróge- 
no (barras naranja) son paralelos al eje del cilindro y por tanto mantie- 
nen unidos los giros de la cadena. (A: POR CORTESÍA DE THE ARCHIVES, 
CALIFORNIA INSTITUTE OF TECHNOLOGY.) 


de tracción (de tensión). La seda está formada por una proteína 
que contiene una gran cantidad de hojas B; se cree que las fibras 
de seda deben su fuerza a esta característica estructural. Un hecho 
notable es que una sola fibra de hilo de araña, que puede tener un 
grosor 10 veces menor que un pelo de ser humano, es casi cinco 
veces más fuerte que una fibra de acero de peso comparable. 

Las partes de una cadena polipeptídica que no están organi- 
zadas en una hélice a o en una hoja B pueden consistir en bisa- 
gras, ángulos, giros o extensiones digitiformes. A menudo, éstas 


FIGURA 2-31 La hoja B plisada. (2) Cada polipéptido de la hoja B asume 
una conformación extendida, pero plisada conocida como cadena B. Los 
pliegues se deben a la localización de los carbonos a: arriba y debajo del 
plano de la hoja. Las cadenas laterales sucesivas (grupos R en la figura) 
se proyectan hacia arriba y abajo de la columna central. La distancia 
sobre el eje que hay entre residuos adyacentes es 3.5 Á. (b) Una hoja B 
plegada consiste en un número de cadenas ß paralelas entre sí y unidas 
por un conjunto regular de enlaces de hidrógeno entre los grupos car- 
bonilo e imino de las columnas centrales adyacentes. Los segmentos ve- 
cinos de la columna central polipeptídica pueden encontrarse paralelos 
(en la misma dirección terminal N —> terminal C) o antiparalela (direc- 
ción opuesta terminal N —> terminal C). (ILUSTRACIÓN DE IRVING GEISs. 
IMAGEN DE LA IrvinG Gers CoLLECTION/HowArD HuGHEs MEDICAL 
InsrrrurE. DerecHos pe HHMI. SÓLO PUEDE REPRODUCIRSE CON 
AUTORIZACIÓN.) 
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FIGURA 2-32 Un modelo de listón de la ribonucleasa. Las regiones de 
la hélice a se presentan como espirales y las cadenas B como listones 
aplanados con flechas que indican la dirección terminal N — terminal 
C del polipéptido. Los segmentos de la cadena que no adoptan una es- 
tructura secundaria regular (o sea, hélice a o cadena B) consisten sobre 
todo en asas y rizos, y se muestran en verde claro. Los enlaces disulfuro 
se indican en azul. (TOMADA DE UN DIBUJO DE JANE S. RICHARDSON.) 


son las partes más flexibles de una cadena polipeptídica y los sitios 
con mayor actividad biológica. Por ejemplo, las moléculas de an- 
ticuerpo son conocidas por sus interacciones específicas con otras 
moléculas (antígenos); tales interacciones están mediadas por una 
serie de giros en un extremo de la molécula de anticuerpo (figs. 
17-15 y 17-16). Los diversos tipos de estructuras secundarias se 
presentan en forma más sencilla en la figura 2-32: las hélices a 
se representan con listones helicoidales, las cadenas $ como flechas 
aplanadas y los segmentos conectores como hebras más delgadas. 


Estructura terciaria El siguiente nivel sobre la estructura se- 
cundaria es la estructura terciaria, que describe la conformación 
del polipéptido completo. Mientras la estructura secundaria se 
estabiliza sobre todo por enlaces de hidrógeno entre los átomos 
que forman los enlaces peptídicos de la columna central, la es- 
tructura terciaria se estabiliza mediante un conjunto de enlaces 
no covalentes entre las diversas cadenas laterales de la proteína. 
La estructura secundaria se limita a un pequeño número de con- 
formaciones, pero la estructura terciaria es ilimitada. 

Por lo general, la estructura terciaria detallada de una pro- 
teína se identifica con la técnica cristalografía de rayos X.* En 


`La estructura tridimensional de las proteínas pequeñas también puede 
determinarse mediante espectroscopia por resonancia magnética nuclear (NMR), 
que no se explica en este libro (véase el suplemento al número de julio de Nature 
Struct. Biol., 1998; Nature Struct. Biol. 7:982, 2000, y Chem. Rev. 104:3517-3704, 
2004, que tienen revisiones de esta tecnología). La figura 1a, de la página 65 
muestra una estructura derivada por NMR. 


FIGURA 2-33 Patrón de difracción de rayos X de la mioglobina. El pa- 
trón de manchas se produce por un haz de rayos X difractado por los 
átomos en el cristal de proteína, lo que hace que los rayos X choquen con 
la película en sitios específicos. La información obtenida de la posición 
e intensidad (oscuridad) de las manchas puede usarse para calcular las 
posiciones de los átomos que difractaron el haz en la proteína, lo que da 
lugar a estructuras complejas, como la que se muestra en la figura 2-34. 
(Por cortesía DE Jonn C. KENDREWw.) 


esta técnica (que se describe con más detalle en las secciones 3.2 
y 18.8), se bombardea a un cristal de la proteína con un haz del- 
gado de rayos X y se permite que la radiación dispersada (difrac- 
tada) por los electrones de los átomos de proteínas golpee una 
placa o detector sensible a la radiación, lo que forma una imagen 
de puntos, como los de la figura 2-33. Cuando estos patrones de 
difracción se someten a análisis matemático complejo, un inves- 
tigador puede trabajar en retrospectiva para derivar la estructura 
causante del patrón. 

En los últimos años ha quedado en evidencia, conforme se 
conocen cada vez más estructuras proteínicas, que una cantidad 
sorprendente de proteínas contiene segmentos mensurables que 
carecen de una conformación definida. Los ejemplos de proteí- 
nas que contienen estos tipos de segmentos no estructurados (o 
desordenados) pueden verse en los modelos de la proteína PrP 
de la figura 1 en la página 65 y en los extremos de la histona en 
la figura 2-19c. Las regiones desordenadas de estas proteínas se 
muestran como líneas punteadas en las imágenes, lo que indi- 
ca que estos segmentos del polipéptido pueden encontrarse en 
muchas posiciones distintas y, por tanto, no pueden estudiarse 
con cristalografía por rayos X. Los segmentos desordenados por 
lo común tienen una composición predecible de aminoácidos, 
enriquecidos con residuos cargados y polares, y deficientes en 
residuos hidrófobos. Uno podría preguntarse si las proteínas que 
carecen de una estructura definida del todo podría tener una fun- 
ción útil. En realidad, estas regiones desordenadas tienen 
funciones clave en procesos celulares vitales, con frecuencia se 


unen con DNA u otras proteínas. Es notable que estos segmen- 
tos a menudo experimentan una transformación física cuando se 
unen con una pareja apropiada y luego se observa que tienen una 
estructura plegada definida. 

La mayor parte de las proteínas se clasifica con base en su 
conformación general como proteínas fibrosas, que tienen for- 
ma alargada, o proteínas globulares, que tienen una forma com- 
pacta. Casi todas las proteínas que actúan como materiales es- 
tructurales fuera de células vivas son proteínas fibrosas, como las 
colágenas y elastinas del tejido conjuntivo; las queratinas del pelo 
y piel, y la seda. Estas proteínas resisten las fuerzas de tracción y 
en cizalla a las que están expuestas. En cambio, la mayor parte de 
las proteínas dentro de las células son globulares. 


Mioglobina: la primera proteína globular cuya estructura terciaria 
fue descubierta Las cadenas polipeptídicas de las proteínas glo- 
bulares están plegadas y torcidas en formas complejas. Los pun- 
tos distantes en la secuencia lineal de aminoácidos se aproximan 
entre sí y se unen con varios tipos de enlaces. El primer vistazo a 
la estructura terciaria de una proteína globular se obtuvo en 1957 
mediante estudios cristalográficos con rayos X de John Kendrew 
et al., en la Cambridge University con patrones de difracción de 
rayos X, como los que se muestran en la figura 2-33. La proteína 
sobre la que informaron fue la mioglobina. 

La mioglobina funciona en el tejido muscular como sitio 
para almacenamiento de oxígeno; la molécula de oxígeno se une 
con un átomo de hierro en el centro de un grupo hem. (El hem 
es ejemplo de un grupo prostético, o sea una porción de la proteína 
que no está formada por aminoácidos y que se une a la cadena 
polipeptídica después de su ensamble en el ribosoma.) El gru- 
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po hem de la mioglobina da al tejido muscular su color rojizo. 
El primer informe sobre la estructura de la mioglobina propor- 
cionó un perfil de baja resolución suficiente para revelar que la 
molécula era compacta (globular) y que la cadena polipeptídica 
estaba plegada sobre sí misma en una disposición compleja. No 
había evidencia de regularidad o simetría dentro de la molécula, 
como la que se reveló en la descripción previa de la doble hélice 
del DNA. Esto no fue sorprendente, dada la función singular del 
DNA y las funciones diversas de las moléculas de proteína. 

El primer perfil burdo de la mioglobina reveló ocho seg- 
mentos parecidos a cilindros de hélice a que tenían entre siete y 
24 aminoácidos de longitud. En total, cerca de 75% de los 153 
aminoácidos de la cadena polipeptídica está en la conformación 
helicoidal a. Éste es un porcentaje más alto del usual, comparado 
con el de otras proteínas que se han examinado desde enton- 
ces. No se encontró una hoja B plegada. Los análisis ulteriores 
de la mioglobina con datos adicionales de difracción de rayos 
X brindaron una imagen mucho más detallada de la molécula 
(figs. 2-34a y 3-16). Por ejemplo, se demostró que el grupo hem 
se sitúa dentro de un saco de cadenas laterales hidrófobas que 
fomenta la unión del oxígeno sin la oxidación (pérdida de elec- 
trones) del átomo de hierro. La mioglobina no contiene enlaces 
disulfuro; la estructura terciaria de la proteína se mantiene sólo 
por interacciones no covalentes. Se han encontrado todos los en- 
laces no covalentes que se pensaba ocurrían entre las cadenas 
laterales de las proteínas: enlaces de hidrógeno, enlaces iónicos y 
fuerzas de van der Waals (fig. 2-35). A diferencia de la mioglo- 
bina, la mayor parte de las proteínas globulares contienen hélices 
a y hojas B. Lo más importante, estos estudios clave iniciales 
revelaron que cada proteína tiene una estructura terciaria úni- 


(a) 


FIGURA 2-34 Estructura tridimensional de la mioglobina. (4) Estruc- 
tura terciaria de la mioglobina de ballena. La mayor parte de los ami- 
noácidos forma parte de hélices œ. La mayor parte de las regiones no he- 
licoidales son giros, donde la cadena polipeptídica cambia de dirección. 
La posición del hem está indicada en rojo. (4) Estructura tridimensional 


(b) 


de la mioglobina (hem indicado en rojo). Se muestran las posiciones de 
todos los átomos de la molécula, salvo el hidrógeno. (A: ILUSTRACIÓN DE 
IrvinG Gris. IMAGEN DE IRVING GEIS COLLECTION/HowArRD HUGHES 
Menica InsrrruTE. Derechos DE HHMI. REPRODUCIDA SÓLO CON 
AUTORIZACIÓN; B: Ken EDwarD/PHoro RESEARCHERS.) 
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FIGURA 2-35 Tipos de enlaces no covalentes que mantienen la confor- 
mación de las proteínas. 


ca que puede relacionarse con su secuencia de aminoácidos y su 
función biológica. 


Dominios proteínicos A diferencia de la mioglobina, la mayor 
parte de las proteínas eucariotas están formadas por dos o más 
módulos distintivos en el espacio, o dominios, que se pliegan de 
manera independiente unos de los otros. Por ejemplo, la enzi- 
ma de los mamíferos fosfolipasa C, que se muestra en la parte 
central de la figura 2-36, consiste en cuatro dominios distintos, 
con colores diferentes en el dibujo. Los distintos dominios de un 
polipéptido a menudo representan partes que funcionan de mane- 
ra semiindependiente. Por ejemplo, podrían unirse con factores 
diferentes, como a una coenzima y un sustrato; a una cadena 
del DNA y otra proteína, o podrían moverse de manera rela- 
tivamente independiente entre sí. Los dominios proteínicos a 
menudo se identifican con una función específica. Por ejemplo, 
las proteínas que contienen un dominio PH se unen con mem- 
branas que contienen un fosfolípido específico, mientras que las 
proteínas que contienen un cromodominio se unen con un re- 
siduo de lisina metilado de otra proteína. Las funciones de una 
proteína recién identificada casi siempre pueden predecirse con 
base en los dominios con los que está formada. 

Se cree que muchos polipéptidos que contienen más de 
un domino surgieron durante la evolución mediante la fusión 
de genes que codificaban proteínas ancestrales diferentes, y cada 
dominio representa una parte que alguna vez fue una molécula 
separada. Por ejemplo, cada dominio de la molécula de fosfolipa- 
sa C de los mamíferos se identificó como una unidad homóloga 
en otra proteína (fig. 2-36). Algunos dominios sólo se han en- 
contrado en unas cuantas proteínas. Otros dominios se distri- 
buyeron durante la evolución y aparecen en diversas proteínas 
cuyas otras regiones tienen poca o ninguna evidencia de alguna 
relación evolutiva. La distribución de los dominios crea proteí- 
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FIGURA 2-36 Las proteínas se forman con unidades estructurales, o 
dominios. La enzima de mamíferos fosfolipasa C está formada por cua- 
tro dominios, indicados en colores distintos. El dominio catalítico de la 
enzima se muestra en azul. Cada dominio de esta enzima puede encon- 
trarse de manera independiente en otras proteínas, como se indica con el 
color equivalente. (TOMADA A PARTIR DE Lisa Horm Y CHRIS SANDER, 
STRUCTURE 5:167, 1997.) 


nas con combinaciones de actividades únicas. En promedio, las 
proteínas de los mamíferos tienden a ser más grandes y contener 
más dominios que las proteínas de organismos menos complejos, 
como las moscas de la fruta y las levaduras. 


Cambios dinámicos dentro de las proteínas Aunque las estructu- 
ras cristalográficas por rayos X son muy detalladas, son imágenes 
estáticas congeladas en el tiempo. En cambio, las proteínas no 
son estáticas ni inflexibles, sino capaces de movimientos internos 
considerables. En otras palabras, las proteínas son moléculas con 
“partes móviles”. Como son objetos diminutos medidos en na- 
nómetros, las proteínas experimentan una gran influencia de la 
energía del ambiente. Las fluctuaciones aleatorias a pequeña es- 
cala en la disposición de los enlaces dentro de una proteína crean 
un movimiento térmico incesante dentro de la molécula. Las 
técnicas espectroscópicas, como la resonancia magnética nuclear 
(NMR, nuclear magnetic resonance), permiten vigilar los cambios 
dinámicos dentro de las proteínas y revelan las variaciones en los 
enlaces de hidrógeno, los movimientos ondulantes de las cadenas 
laterales externas y la rotación completa de los anillos aromáticos 
de los residuos de tirosina y fenilalanina alrededor de uno de 


los enlaces simples. La participación importante que tales movi- 
mientos pueden tener en la función de una proteína se ilustra en 
estudios con acetilcolinesterasa, la enzima que degrada las mo- 
léculas de acetilcolina que quedan después de la transmisión de 
un impulso de una célula nerviosa a otra (Sección 4.8). Cuando 
la cristalografía de rayos X reveló por primera vez la estructura 
terciaria de la acetilcolinesterasa, no había una vía evidente por la 
que las moléculas de acetilcolina entraran al sitio catalítico de 
la enzima, que se sitúa en el fondo de una hendidura profunda en la 
molécula. En realidad, la estrecha entrada al sitio estaba bloquea- 
da por la presencia de varias cadenas laterales voluminosas de 
los aminoácidos. Con el uso de computadoras de alta velocidad, los 
investigadores pudieron simular los movimientos aleatorios de 
miles de átomos dentro de la enzima. Estas simulaciones indi- 
caron que los movimientos dinámicos de las cadenas laterales 
dentro de la proteína causarían la abertura y cierre rápidos de 
una “compuerta” que permitiría la difusión de las moléculas 
de acetilcolina al sitio catalítico de la enzima (fig. 2-37). 

Los movimientos predecibles (no aleatorios) dentro de una 
proteína que se activan por la unión de una molécula específica 
se describen como cambios en la conformación. Por lo general, 
tales cambios implican los movimientos coordinados de varias 
partes de la molécula. Una comparación de los polipéptidos 
mostrados en las figuras 3a y 30 de la página 79 muestra el mar- 
cado cambio en la conformación que ocurre en una proteína bac- 
teriana (GroEL) cuando interactúa con otra proteína (GroES). 
Toda actividad en la que una proteína tome parte se acompaña 


FIGURA 2-37 Movimientos dinámicos dentro de la enzima acetilcoli- 
nesterasa. Se presenta una parte de la enzima en dos conformaciones 
distintas: 1) una conformación cerrada (izquierda) en la que la entrada 
al sitio catalítico está bloqueado por la presencia de anillos aromáticos 
que forman parte de las cadenas laterales de los residuos de tirosina y 
fenilalanina (en color púrpura), y 2) una conformación abierta (derecha) 
en la que los anillos aromáticos de estas cadenas laterales se quitaron del 
camino, lo que abre una “compuerta” para permitir que las moléculas de 
acetilcolina entren al sitio catalítico. Estas imágenes se reconstruyeron 
con programas computacionales que toman en cuenta mucha informa- 
ción sobre los átomos que componen la molécula, incluidos la longitud 
de los enlaces, ángulos de los enlaces, atracción y repulsión electrostática, 
fuerzas de van der Waals, etc. Con esta información, los investigadores 
pueden simular los movimientos de varios átomos en un periodo muy 
corto, lo que brinda imágenes de las conformaciones que la proteína pue- 
de asumir. (CORTESÍA DE J. AnDrew McCammon.) 
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de cambios en la conformación dentro de la molécula. Las fi- 
guras 9-60 y 9-61 presentan el cambio en la conformación de 
la proteína miosina que ocurre durante la contracción muscular. 
En este caso, la unión de la miosina con una molécula de actina 
pi 

produce una pequeña rotación (20°) de la cabeza de la miosina 
que produce un movimiento de 50 a 100 A del filamento de 
actina adyacente. La importancia de este fenómeno dinámico 
puede apreciarse si se considera que los movimientos del cuerpo 
humano se producen por el efecto aditivo de millones de cam- 
bios en la conformación que ocurren en las proteínas contráctiles 
de los músculos. 


Estructura cuaternaria Mientras muchas proteínas, como la 
mioglobina, están formadas por sólo una cadena polipeptídica, 
la mayor parte está formada por más de una cadena o subunidad. 
Las subunidades pueden unirse por enlaces disulfuro covalentes, 
pero lo más frecuente es que se mantengan unidas por enlaces no 
covalentes, como es característico entre los “parches” hidrófobos 
en las superficies complementarias de los polipéptidos vecinos. 
Se dice que las proteínas formadas por subunidades tienen es- 
tructura cuaternaria. Según la proteína, las cadenas polipeptí- 
dicas pueden ser idénticas o no. Una proteína formada por dos 
subunidades idénticas se describe como un homodímero, mientras 
que una formada por dos subunidades no idénticas es un hete- 
rodímero. La figura 2-38a muestra el dibujo de un listón de una 
proteína homodimérica. Las dos subunidades se presentan con 
colores distintos y se indican los residuos hidrófobos que forman 
los sitios complementarios de contacto. La proteína con múlti- 
ples subunidades mejor estudiada es la hemoglobina, la proteína 
transportadora de oxígeno de los eritrocitos. Una molécula de 
hemoglobina humana consiste en dos polipéptidos globina a y 
dos de globina B (fig. 2-384), cada uno de los cuales se une con 
una sola molécula de oxígeno. El descubrimiento de la estructura 
tridimensional de la hemoglobina realizado por Max Perutz de la 
Cambridge University en 1959 fue uno de los hitos iniciales en el 
estudio de la biología molecular. Perutz demostró que cada uno 
de los polipéptidos de globina de una molécula de hemoglobina 
tiene una estructura terciaria similar a la de la mioglobina, un he- 
cho muy sugestivo de que ambas proteínas habían evolucionado 
de un polipéptido ancestral común con un mecanismo común 
para unión con el oxígeno. Perutz también comparó la estructura 
de las versiones oxigenada y desoxigenada de la hemoglobina. Al 
hacerlo, descubrió que la unión con oxígeno se acompañaba del 
acercamiento del átomo de oxígeno al plano del grupo hem. Este 
cambio de apariencia intrascendente en la posición de un solo 
átomo jalaba una hélice a a la que el hierro está conectado, lo 
que a su vez induce una serie de movimientos cada vez mayores 
dentro y entre las subunidades. Este hallazgo reveló por primera 
vez que las funciones complejas de las proteínas pueden llevarse 
a cabo mediante pequeños cambios en su conformación. 


Interacciones entre proteínas Aunque la hemoglobina 
consiste en cuatro subunidades, aún se considera una sola pro- 
teína con una sola función. Se conocen muchos ejemplos en los 
que distintas proteínas, cada una con una función específica, 
establecen una relación física para formar un complejo multi- 
proteínico mucho más grande. Uno de los primeros comple- 
jos multiproteínicos que se descubrió y estudió fue el complejo 
de la piruvato deshidrogenasa de la bacteria Escherichia coli, que 
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FIGURA 2-38 Proteínas con estructura cuaternaria. (a) Dibujo del fac- 
tor de crecimiento y transformación B2 (IGF-f2), una proteína que es 
un dímero formado por dos subunidades idénticas. Las dos subunidades 
están coloreadas de amarillo y azul. En blanco se muestran las cadenas 
laterales de cisteína y los enlaces disulfuro. Las esferas en amarillo y azul 
son los residuos hidrófobos que forman la interfase entre las dos sub- 
unidades. (4) Dibujo de una molécula de hemoglobina, consistente en 
dos cadenas de globina a: y dos cadenas de globina B (heterotetrámero) 
unidas por enlaces no covalentes. Cuando los cuatro polipéptidos de glo- 
bina se ensamblan en una molécula de hemoglobina completa, la cinéti- 
ca de unión y liberación del oxígeno son muy distintas a las presentadas 
por los polipéptidos aislados. Esto se debe a que la unión del oxígeno con 
un polipéptido induce un cambio en la conformación en los otros poli- 
péptidos que altera su afinidad por las moléculas de O,. (A: REIMPRESA 
CON AUTORIZACIÓN DE S. DAOPIN, ET AL., SCIENCE 257:372, 1992, CoR- 
TESÍA DE DaviD R. Davies. O 1992 AMERICAN ASSOCIATION FOR THE 
ADVANCEMENT OF SCIENCE; B: ILUSTRACIÓN DE IRVING GEIS. IMAGEN 
DE IrvinG Gers CoLLECTION/HowaArD HucHes MEDICAL INSTITUTE. 
Derechnos pe HHMI. REPRODUCIDA SÓLO CON AUTORIZACIÓN.) 


consiste en 60 cadenas polipeptídicas que forman tres enzimas 
distintas (fig. 2-39). Las enzimas que conforman este complejo 
catalizan una serie de reacciones que conectan dos vías meta- 
bólicas, la glucólisis y el ciclo del ácido tricarboxílico (fig. 5-7). 
Como las enzimas están relacionadas en forma tan estrecha, el 
producto de una enzima puede derivarse en forma directa a la 


(a) 20nm (b) 


FIGURA 2-39 Piruvato deshidrogenasa: un complejo multiproteínico. 
(a) Micrografía electrónica de un complejo de piruvato deshidrogena- 
sa con tinción negativa aislado de E. coli. Cada complejo contiene 60 
cadenas polipeptídicas que constituyen tres enzimas distintas. Su masa 
molecular se aproxima a 5 millones de Da. (4) Un modelo del com- 
plejo de piruvato deshidrogenasa. El centro del complejo consiste en 
un cúmulo cúbico de moléculas de transacetilasa de dihidrolipoílo. Los 
dímeros de piruvato deshidrogenasa (esferas negras) se distribuyen de 
manera simétrica en los bordes del cubo y los dímeros de dihidrolipoílo 
deshidrogenasa (pequeñas esferas grises) se sitúan en las caras del cubo. 
(Por CORTESÍA DE LESTER J. REED.) 


siguiente enzima en la secuencia sin que se diluya en el medio 
acuoso de la célula. 

Los complejos multiproteínicos que se forman dentro de la 
célula no siempre son estructuras estables, como el complejo de 
piruvato deshidrogenasa. En realidad, la mayoría de las proteí- 
nas interactúan con otras proteínas en patrones muy dinámicos, 
se asocian y se disocian según las condiciones intracelulares en 
cualquier momento determinado. Las proteínas interactuantes 
tienden a tener superficies complementarias. A menudo, una par- 
te que se proyecta de una molécula ajusta en un saco dentro de su 
compañera. Una vez que las dos moléculas entran en contacto es- 
trecho, su interacción se estabiliza mediante enlaces no covalentes. 

El objeto de color rojizo de la figura 2-404 se denomina do- 
minio SH3 y forma parte de más de 200 proteínas distintas im- 
plicadas en la señalización molecular. La superficie de un dominio 
SH3 contiene “sacos” hidrófobos poco profundos que se llenan 
con “botones” complementarios que se proyectan de otra proteína 
(fig. 2-400). Se ha identificado una gran cantidad de dominios 
estructurales distintos que, como SH3, actúan como adaptadores 
para mediar las interacciones entre proteínas. En muchos casos, 
las interacciones entre proteínas están reguladas por modificacio- 
nes, como la adición de un grupo fosfato a un aminoácido clave, 
lo cual funciona como un interruptor para encender o apagar la 
capacidad de la proteína para unirse con una proteína vinculada. 
Conforme se descubren actividades moleculares cada vez más 
complejas, la importancia de las interacciones entre las proteínas 
se ha vuelto cada vez más evidente. Por ejemplo, procesos tan 
diversos como la síntesis de DNA, la formación de ATP y el 
procesamiento de RNA se realizan en “máquinas moleculares” 
consistentes en una gran cantidad de proteínas que interactúan, 
algunas de las cuales forman relaciones estables, y otras, vínculos 
transitorios. Se han purificado varios cientos de complejos pro- 
teínicos distintos en estudios a gran escala con levaduras. 

La mayoría de los investigadores que estudia interacciones 
entre proteínas desea saber si la proteína con la que trabajan, 


llámese proteína X, tiene interacciones físicas con otra proteí- 
na, llámese Y. Este tipo de pregunta puede responderse con una 
técnica llamada ensayo de híbrido doble en levadura (Y2H, yeast 
two-hybrid), que se explica en la sección 18.7 y se ilustra en la 
figura 18-27. En esta técnica, los genes que codifican las dos pro- 
teínas en estudio se introducen en la misma célula de levadura. 
Si la célula de levadura tiene resultado positivo para una proteína 
reportera particular, que se indica con un cambio evidente de 
color en la célula de levadura, las dos proteínas en cuestión de- 
bieron interactuar dentro del núcleo celular de la levadura. 

En general las interacciones entre las proteínas se estudian 
una cada vez y se obtiene el tipo de datos que se observa en la 
figura 2-40. En fechas recientes, varios equipos de investigación 
se dieron a la tarea de estudiar las interacciones entre proteínas 
a escala global. Por ejemplo, podría pretenderse conocer todas 
las interacciones que ocurren entre las casi 14000 proteínas co- 
dificadas por el genoma de la mosca de la fruta Drosophila mela- 
nogaster. Ahora que se conoce toda la secuencia del genoma de 
este insecto, están disponibles todos los genes del genoma como 


(b) 


FIGURA 2-40 Interacciones entre proteínas. (a) Modelo que ilustra las su- 
perficies moleculares complementarias de porciones de dos proteínas que 
interactúan. La molécula de color rojizo es un dominio SH3 de la enzima 
PI3K, cuya función se explica en el capítulo 15. Este dominio se une de 
manera específica con varios péptidos que contienen prolina, como el que 
se muestra en el modelo con volumen en la parte superior de la figura. Se 
señalan los residuos de prolina de péptido, que se adaptan en los sacos hi- 
drófobos de la superficie de la enzima. La columna central del péptido está 
coloreada de amarillo y las cadenas laterales en verde. (4) Modelo esque- 
mático de la interacción entre un dominio SH3 y un péptido que muestra 
la forma en que ciertos residuos del péptido se adaptan en sacos hidrófobos 
en el dominio SH3. (a: TOMADA A PARTIR DE HONGTAO YU Y STUART 
SCHREIBER, CELL 76:940, 1994, CON AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 
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segmento individual de DNA que puede clonarse y usarse como 
se desee. Por consiguiente, debe ser posible poner a prueba las 
proteínas codificadas por el genoma de la mosca, dos por vez, 
para conocer las posibles interacciones en un ensayo Y2H. Un 
estudio de este tipo informó que, de los millones de combinacio- 
nes posibles, se detectaron más de 20000 interacciones entre las 
7 048 proteínas de la mosca de la fruta evaluadas. 

Aunque el ensayo Y2H ha sido la base en el estudio de las 
interacciones entre proteínas durante más de 15 años, es un en- 
sayo indirecto (fig. 18-27) y está plagado de incertidumbres. Por 
una parte, un alto porcentaje de interacciones conocidas entre 
proteínas específicas no se detectan en estos tipos de experi- 
mentos. En otras palabras, el ensayo Y2H produce una cantidad 
significativa de resultados negativos falsos. También se sabe que 
este ensayo genera una gran cantidad de resultados positivos fal- 
sos; o sea, indica que dos proteínas son capaces de interactuar 
cuando se sabe por otros estudios que en condiciones normales 
no interactúan dentro de las células. En el estudio con proteínas 
de la mosca de la fruta descrito antes, los autores usaron análisis 
computadorizados para estrechar los hallazgos desde las 20000 
interacciones originales hasta cerca de 5000 interacciones en las 
que tenían mucha confianza. En general, se calcula que en pro- 
medio, cada proteína codificada en el genoma de un organis- 
mo eucariota interactúa con cerca de cinco parejas proteínicas 
distintas. Según esta estimación, las proteínas humanas podrían 
participar en cerca de 100000 interacciones diferentes. 

Los resultados de estudios de interacciones proteínicas a 
gran escala pueden presentarse en forma de red, como la que 
se muestra en la figura 2-41. Esta figura presenta las parejas de 
unión potenciales de varias proteínas de levadura que contienen 
un dominio SH3 (fig. 2-40a) e ilustra las complejidades de tales 
interacciones al nivel de un organismo completo. En esta figu- 
ra particular, sólo se incluyen las interacciones detectadas por 
dos ensayos diferentes (Y2H y otra técnica), lo que hace que 
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FIGURA 2-41 Una red de interacciones entre proteínas. Cada línea roja 
representa una interacción entre dos proteínas de levadura, indicadas 
por los puntos negros con nombres. En cada caso, la flecha apunta de 
una proteína con dominio de SH3 a una proteína blanco con la que 
puede unirse. Las 59 interacciones mostradas se detectaron con dos ti- 
pos de técnicas distintas que miden interacciones entre proteínas. (Véase 
Trends Biochem. Sci. 34:1, 2009 para obtener una explicación sobre la 
validez de los estudios de interacciones entre proteínas.) (TOMADA A 
PARTIR DE A.H.Y.TonG ET AL. ScIENCE 295:323, 2002. CopYRIGHT O 
2002 AMERICAN AssocIATION FOR THE ADVANCEMENT OF SCIENCE.) 
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FIGURA 2-42 Interacciones de las proteínas botón con otras proteínas. 
(a) La enzima polimerasa II de RNA, que sintetiza RNA mensajeros en 
la célula, se une con muchas otras proteínas al mismo tiempo mediante 
interfases diferentes. (4) La enzima Cdc28, que fosforila a otras pro- 
teínas en la regulación del ciclo de división celular en la levadura con 
gemación. Cdc28 se une con varias proteínas diferentes (Cln1-Cln3) en 
la misma interfase, lo que permite que sólo una de estas parejas se una 
en cada ocasión. (TOMADA A PARTIR DE DAMIEN Devos Y RoserT B. 
RusseLL, Curr. Orin. Srrucr. BroL. 17:373, 2007. CopYrRIGHT 2007, 
CON AUTORIZACIÓN DE ELSEVIER SCIENCE.) 


las conclusiones sean mucho más confiables que las basadas en 
una sola técnica. Las proteínas que tienen múltiples parejas de 
unión, como Las17, situadas cerca del centro de la figura 2-41, 
se denominan ejes. Algunas proteínas eje tienen varias interfases 
de unión distintas y son capaces de unirse con varias parejas de 
unión diferentes al mismo tiempo. En cambio, otros ejes tienen 
una sola fase de unión, capaz de unirse con varias parejas distin- 
tas, pero sólo una a la vez. La figura 2-42 presenta ejemplos de 
estos tipos de proteínas eje. La proteína eje ilustrada en la figura 
2-42a tiene una función central en la expresión génica, mientras 
que la mostrada en la figura 2-42% tiene una función igual de 
importante en el proceso de división celular. 

Aparte de obtener una larga lista de interacciones potencia- 
les, ¿qué se aprende sobre las actividades celulares con estos tipos 
de estudios a gran escala? Lo más importante es que proporcio- 
nan un lineamiento para la investigación adicional. Los proyec- 
tos para secuenciación de genoma han brindado a los científicos 
las secuencias de aminoácidos de una gran cantidad de proteínas 
cuya mera existencia se desconocía. ¿Qué hacen estas proteí- 
nas? Una estrategia para identificar la función de una proteína 
es identificar las proteínas con las que se relaciona. Por ejem- 
plo, si está demostrado que una proteína conocida participa en 
la replicación del DNA y se identifica una proteína desconocida 
que interactúa con la ya conocida, es probable que la proteína 
desconocida también sea parte de la maquinaria celular para re- 
plicación de DNA. Por tanto, sin importar sus limitaciones, estos 
estudios con Y2H a gran escala (y otros que usan ensayos distin- 
tos no descritos) proporcionan un punto de inicio para explorar 
una miríada de interacciones proteínicas desconocidas, cada una 
de las cuales tiene la capacidad de conducir a los investigadores a 
un proceso biológico desconocido hasta entonces. 


Plegamiento de proteínas El esclarecimiento de la estruc- 
tura terciaria de la mioglobina a finales de la década de 1950 con- 
dujo a la apreciación de la complejidad de la arquitectura proteí- 
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FIGURA 2-43 Desnaturalización y nuevo plegamiento de ribonuclea- 
sa. Una molécula de ribonucleasa nativa (en la que se señalan los enlaces 
disulfuro intramoleculares) se reduce y despliega con mercaptoetanol B 
y urea 8 M. Después de retirar estos reactivos, la proteína se pliega de 
nuevo en forma espontánea. (TOMADA A PARTIR DE C.J. ErsTEIN, R.F. 
GOLDBERGER Y C.B. ANFINSEN, CoLD SPRING HARBOR SYMP. QUANT. 
BioL. 28:439, 1963.) 


nica. De inmediato surgió una pregunta importante: ¿cómo surge 
en la célula una organización tan compleja, plegada y asimétrica? 
El primer indicio sobre este problema provino de una observa- 
ción fortuita de Christian Anfinsen en 1956, en los National Ins- 
titutes of Health. Anfinsen estudiaba las propiedades de la ribo- 
nucleasa A, una pequeña enzima que consiste de una sola cadena 
polipeptídica de 124 aminoácidos con cuatro enlaces disulfuro 
que unen varias partes de la cadena. Por lo general, los enlaces 
disulfuro de una proteína se rompen (se reducen) con la adición 
de un agente reductor, como mercaptoetanol, que convierte cada 
puente disulfuro en un par de grupos sulfhidrilo (—SH) (véase 
dibujo de la página 52). Para que todos los enlaces disulfuro estén 
accesibles al agente reductor, Anfinsen encontró que la molécula 
debía desdoblarse primero. El desdoblamiento o desorganización 
de una proteína se denomina desnaturalización y puede lograrse 
con diversos agentes, incluidos detergentes, solventes orgánicos, 
radiación, calor y compuestos como la urea y el cloruro de gua- 
nidina, todos los cuales interfieren con las diversas interacciones 
que estabilizan la estructura terciaria de una proteína. 

Cuando Anfinsen trató las moléculas de ribonucleasa con 
mercaptoctanol y urea concentrada, encontró que la preparación 
perdía toda su actividad enzimática, lo cual era de esperarse si las 
moléculas de proteína se habían desdoblado del todo. Cuando 
eliminó la urea y el mercaptoetanol de la preparación, encon- 
tró para su sorpresa, que las moléculas recuperaban su actividad 
enzimática normal. Las moléculas de ribonucleasa activa que se 
habían reformado a partir de la proteína desdoblada eran indis- 
tinguibles, tanto en estructura como en función, de las moléculas 
plegadas (nativas) que tenía al principio del experimento (fig. 
2-43). Después de un estudio intensivo, Anfinsen concluyó que 
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FIGURA 2-44 Dos vías alternativas por las cuales una proteína recién 
sintetizada o desnaturalizada puede alcanzar su conformación nativa. 
Los segmentos rizados representan hélices œ y las flechas representan 
cadenas B. 
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la secuencia lineal de aminoácidos contenía toda la información 
necesaria para el desarrollo de la conformación tridimensional 
del polipéptido. En otras palabras, la ribonucleasa es capaz de 
autoensamblarse. Como se explica en el capítulo 3, los fenóme- 
nos tienden a progresar hacia estados de menor energía. Según 
este concepto, la estructura terciaria que asume una cadena po- 
lipeptídica después de plegarse es la estructura accesible con la 
menor energía, lo que la convierte en la estructura más estable, 
desde el punto de vista termodinámico, que puede formarse con 
esa cadena. Pareciera que la evolución selecciona las secuencias 
de aminoácidos que generan una cadena polipeptídica capaz de 
llegar en forma espontánea a un estado nativo significativo en un 
periodo biológicamente razonable. 

Existen muchas controversias en el estudio del plegamiento 
de proteínas, una de las cuales se refiere a los tipos de fenómenos 
que ocurren en varias etapas durante el proceso de plegamiento. 
En favor de la sencillez, la revisión se limitará a proteínas “sim- 
ples” como la ribonucleasa, que consiste de un solo dominio. En el 
proceso mostrado en la figura 2-44a, el plegamiento de la proteí- 
na se inicia por las interacciones entre residuos vecinos que con- 
ducen a la formación de gran parte de la estructura secundaria de 
la molécula. Una vez que se forman las hélices a y las hojas B, el 
plegamiento adicional está impulsado por las interacciones hidró- 
fobas que agrupan los residuos no polares en la región central de 
la proteína. Según un esquema alternativo mostrado en la figura 
2-440, el primer fenómeno importante en el plegamiento de la 
proteína es el colapso del polipéptido para formar una estructura 
compacta y sólo entonces se desarrolla la estructura secundaria 
significativa. Los estudios recientes indican que las dos vías mos- 
tradas en la figura 2-44 se encuentran en extremos opuestos y 
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FIGURA 2-45 En la vía del plegamiento. La imagen de la izquierda mues- 
tra la estructura terciaria nativa de la enzima acilfosfatasa. La imagen de la 
derecha es la estructura de transición que aparece muy rápidamente du- 
rante el plegamiento de esta enzima. La estructura de transición consta 
de numerosas líneas individuales porque es un conjunto (ensamble) de 
estructuras muy relacionadas. La arquitectura general de la estructura 
de transición es similar a la de la proteína nativa, pero todavía no aparecen 
muchas de las características estructurales más finas de la proteína ya plega- 
da. El paso del estado de transición a la proteína nativa incluye el logro de 
la estructura secundaria, un empaquetamiento más ajustado de las cadenas 
laterales y culminación del ocultamiento de las cadenas laterales hidrófobas 
lejos del solvente acuoso. (TOMADA A PARTIR DE K. LINDORFF-LARSEN, ET 
AL., IreNDs BiocHEm. Sci. 30:14, 2005, CORTESÍA DE CHRISTOPHER M. 
Dosson. CoPYRIGHT 2005, CON AUTORIZACIÓN DE ELSEVIER SCIENCE.) 


que es probable que la mayor parte de las proteínas se plieguen 
con un esquema intermedio entre ambos, en el que la formación 
de la estructura secundaria y la compactación ocurren al mismo 
tiempo. Estos fenómenos tempranos del plegamiento conducen 
al desarrollo de una estructura transitoria, con plegamiento par- 
cial, que se parece a la proteína nativa, pero carece de muchas de 
las interacciones específicas entre las cadenas laterales de ami- 
noácidos que existen en la molécula plegada del todo (fig. 2-45). 
Si la información que regula el plegamiento está implicada 
en la secuencia de aminoácidos de la proteína, las alteraciones en 
la secuencia pueden cambiar la forma en que la proteína se plie- 
ga, lo que genera una estructura terciaria anormal. En realidad, 
ya se descubrió que muchas mutaciones causantes de trastornos 
hereditarios alteran la estructura tridimensional de una proteína. 
En algunos casos, las consecuencias del plegamiento anormal de 
la proteína pueden ser letales. En la sección Perspectiva humana 
se describen dos ejemplos de enfermedades neurodegenerativas 
letales causadas por el plegamiento anormal de una proteína. 


La función de las chaperonas moleculares No todas las proteínas 
son capaces de asumir su estructura terciaria final mediante un 
proceso simple de autoensamble. Esto no se debe a que la estruc- 
tura primaria de estas proteínas carezca de la información necesa- 
ria para el plegamiento correcto, sino a que debe impedirse que las 
proteínas que se pliegan interactúen de manera no selectiva con 
otras moléculas en los aglomerados compartimientos de la célula. 
Hay varias familias de proteínas que evolucionaron hasta una fun- 
ción que es ayudar a las proteínas no plegadas o plegadas a alcan- 
zar su conformación tridimensional apropiada. Estas “proteínas 
cooperadoras” se llaman chaperonas moleculares y se unen en 
forma selectiva con fragmentos cortos de aminoácidos hidrófobos 
que tienden a estar expuestos en proteínas no activas, pero ocultos 
en proteínas que ya alcanzaron su conformación nativa. 
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PERSPECTIVA HUMANA 


El plegamiento anormal de proteínas 


puede tener consecuencias letales 


En abril de 1996 la revista médica Lancet publicó un artículo que generó 
una gran alarma entre las poblaciones europeas. El artículo describió 
un estudio de 10 personas afectadas con la enfermedad de Creutz- 
feldt-Jakob (CJD, Creutzfeldt-Jakob disease), un trastorno raro y letal 
que afecta al cerebro, causa pérdida de coordinación motora y demen- 
cia. Como muchas otras enfermedades, la CJD puede ser hereditaria en 
ciertas familias o presentarse como un trastorno esporádico que ocurre 
en individuos sin antecedente familiar de la enfermedad. Sin embargo, 
a diferencia de todas las demás enfermedades hereditarias, la CJD tam- 
bién puede adquirirse. Hasta hace poco, las personas que adquirían la 
enfermedad habían sido receptores de órganos o productos orgánicos 
que donó algún individuo con CJD no diagnosticada. Los casos descri- 
tos en el documento de Lancet de 1996 también habían sido adquiridos, 
pero la fuente aparente de la enfermedad fue carne de res contaminada 
que los sujetos infectados habían comido años antes. La carne contami- 
nada provenía de ganado criado en Inglaterra y que había contraído una 
enfermedad neurodegenerativa que causaba pérdida de coordinación 
motora y comportamiento demencial entre los animales. El nombre 
común que se dio al trastorno fue “enfermedad de las vacas locas”. Los 
pacientes que habían adquirido CJD por comer carne de res contamina- 
da pueden distinguirse por varios criterios de aquellos que presentan las 
formas típicas de la enfermedad. Hasta ahora, apenas 200 personas han 
muerto por CJD adquirida a través de carne contaminada y las cifras de 
tales decesos han ido en descenso.' 

Una enfermedad con transmisión familiar siempre puede rastrear- 
se hasta un gen defectuoso, mientras que los trastornos adquiridos por 
una fuente contaminada pueden rastrearse hasta un agente infeccioso. 
¿Cómo es que la misma enfermedad puede ser hereditaria e infecciosa? 
La respuesta ha surgido en forma gradual en los últimos decenios a par- 
tir de las observaciones de D. Carleton Gajdusek en la década de 1960 
referentes a un extraño padecimiento que alguna vez afectó a la pobla- 
ción nativa de Papúa, Nueva Guinea. Gajdusek mostró que estos isleños 
contraían una enfermedad neurodegenerativa letal, que ellos llamaban 
“kuru”, durante un ritual funerario en el que comían el tejido cerebral 
de un familiar recién fallecido. El estudio patológico de los cerebros de 
pacientes que murieron por kuru mostró un patrón característico deno- 
minado encefalopatía espongiforme, en el que ciertas regiones cerebrales 
estaban perforadas con orificios microscópicos (vacuolaciones), lo que 
hacía que el tejido pareciera una esponja. 

Pronto se demostró que los cerebros de los isleños que padecían 
esta enfermedad tenían una apariencia microscópica muy parecida a los 
cerebros de personas con CJD. Esta observación generó una pregunta 
importante: ¿el cerebro de una persona con CJD, que se conocía como 
una enfermedad hereditaria, contenía un agente infeccioso? En 1968, 
Gajdusek mostró que cuando los extractos preparados con una muestra 
de biopsia cerebral de una persona que murió por CJD se inyectaban 
en un animal de laboratorio adecuado, éste desarrollaba encefalopatía 


1A simple vista, esto podría sugerir que la epidemia ha terminado, pero existen 
varias razones para que los encargados de la salud pública sigan preocupados. 
Primero, el estudio de los tejidos que se han extirpado durante las intervenciones 
quirúrgicas en Inglaterra indican la probabilidad de que miles de personas estén 
infectadas con la enfermedad sin presentar síntomas. Aunque estas personas 
nunca desarrollen la enfermedad clínica, se mantienen como portadores 
potenciales que podrían transmitir la CJD a otros mediante transfusiones 
sanguíneas. En realidad, se cree que al menos dos individuos contrajeron CJD 
después de recibir sangre de un donador que portaba la enfermedad. Estos 
datos subrayan la necesidad de valorar la sangre en busca del agente causal (cuya 
naturaleza se explica enseguida). 


espongiforme parecida a la del kuru o la CJD. Estaba claro que los ex- 
tractos contenían un agente infeccioso, que en ese momento se suponía 
era un virus. 

En 1982, Stanley Prusiner de la University of California, San Fran- 
cisco, publicó un documento en el que sugería que, a diferencia de los 
virus, el agente infeccioso causante de la CJD carecía de ácido nucleico 
y estaba compuesto sólo por proteína. Prusiner llamó prión a la proteína. 
Esta hipótesis de “sólo proteína”, como se le llamó, al principio fue reci- 
bida con considerable escepticismo, pero luego los estudios de Prusiner y 
otros proporcionaron un apoyo abrumador a esta propuesta. Al principio 
se supuso que la proteína prión era un agente externo, alguna partícula 
parecida a un virus que carecía de ácido nucleico. Contrario a esta ex- 
pectativa, pronto se demostró que la proteína prión estaba codificada por 
un gen (llamado PRNP) dentro de los propios cromosomas celulares. 
El gen se expresa en el tejido cerebral normal y codifica una proteína 
designada PrP® (que significa prion protein cellular) y reside en la su- 
perficie de las células nerviosas. Todavía se desconoce la función precisa 
de PrPC. Existe una versión modificada de la proteína (designada PrP*:, 
por prion protein scrapie) en los cerebros de los seres humanos con CJD. 
A diferencia de la PrPC, la versión modificada de la proteína se acumula 
dentro de las células nerviosas y forma agregados que matan a las células. 

Cuando se purifican, PrP? y PrP* tienen propiedades físicas muy 
distintas. PrP“ permanece como molécula monomérica, soluble en so- 
luciones salinas y se destruye con facilidad con enzimas digestivas de 
proteínas (proteasas). En cambio, las moléculas PrP% interactúan entre 
sí para formar fibrillas insolubles que son resistentes a la digestión en- 
zimática. Con base en estas diferencias, podría esperarse que estas dos 
formas de la proteína PrP tuvieran secuencias distintas de aminoácidos, 
pero no es así. Las dos formas tienen secuencias de aminoácidos idénti- 
cas, pero difieren en la forma en que la cadena se pliega para formar la 
molécula proteínica tridimensional (fig. 1). Mientras que la molécu- 
la PrPC consiste sobre todo en segmentos helicoidales a y espirales de 
interconexión, el centro de una molécula PrP% consiste sobre todo en 
una hoja B. 

No es difícil entender cómo un polipéptido mutante puede ser 
menos estable y más proclive a plegarse en la conformación anormal 
PrP*<, pero ¿cómo es que tal proteína actúa como un agente infeccioso? 
De acuerdo con la hipótesis prevalente, una molécula del prión anormal 
(PrP*) puede unirse con una molécula de proteína normal (PrPS) y 
hacer que ésta se pliegue en la forma anormal. Es posible demostrar esta 
conversión en el tubo de ensayo: la adición de PrP% a una preparación 
de PrP“ transforma estas moléculas a la conformación PrP“. Según esta 
hipótesis, la aparición de la proteína anormal en el cuerpo, ya sea por 
un fenómeno raro de plegamiento anormal en el caso de la enfermedad 
esporádica o por exposición a carne contaminada, inicia una reacción 
en cadena en la que las moléculas proteínicas normales de las células 
se convierten de manera gradual en la forma del prión anormal. No se 
conoce el mecanismo exacto por el que los priones causan la degenera- 
ción nerviosa. 

La CJD es un padecimiento raro causado por una proteína con 
propiedades infecciosas únicas. Por otro lado, la enfermedad de Alz- 
heimer (AD) es un trastorno frecuente que afecta hasta a 10% de las 
personas de 65 años de edad o más y tal vez, al 40% de los individuos 
de 80 años de edad o mayores. Las personas con AD presentan pérdi- 
da de la memoria, confusión y pérdida de la capacidad para razonar. La 
CJD y la AD comparten varias características importantes. Ambas son 
enfermedades neurodegenerativas letales que pueden ocurrir en forma 
hereditaria o esporádica. Como en la CJD, el cerebro de las personas con 
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FIGURA 1 Un contraste en la estructura. (2) Estructura terciaria de la 
proteína PrP® normal, según la espectroscopia NMR. La porción naran- 
ja representa los segmentos helicoidales a: y las porciones azules son ca- 
denas B cortas. La línea punteada amarilla representa la porción termi- 
nal N del polipéptido, que carece de estructura definida. (4) Un modelo 
propuesto de la proteína prión anormal infecciosa PrP*, que consiste 
sobre todo en una hoja B. Todavía se desconoce la estructura terciaria 
real de la proteína prión. Las dos moléculas mostradas en esta figura se 


(6) 


forman con cadenas polipeptídicas que tienen una secuencia de ami- 
noácidos idéntica, pero se pliegan en forma muy distinta. Como resul- 
tado de las diferencias en el plegamiento, PrP“ conserva su solubilidad, 
mientras que PrP* produce agregados que matan a la célula. (Las dos 
moléculas presentadas en esta figura se llaman conformadoras porque di- 
fieren sólo en la conformación.) (A: POR CORTESÍA DE KÜRT VWÚTHRICH; 
B: TOMADA CON AUTORIZACIÓN A PARTIR DE S.B. PrUSINER, TRENDS 
BriocHEm Sci 21:483, 1996. © CoryricHT 1996, ELSEVIER SCIENCE.) 


enfermedad de Alzheimer contienen depósitos fibrilares de un material 
insoluble denominado amiloide (fig. 2). En ambas enfermedades, los 
depósitos fibrilares se deben a la vinculación consigo mismo de un po- 
lipéptido formado sobre todo por una hoja B. Existen también muchas 
diferencias básicas entre las dos: las proteínas que forman los agregados 
causantes de enfermedad son diferentes, las partes del cerebro afectadas 
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FIGURA 2 Enfermedad de Alzheimer. (a) Las características definito- 


rias del tejido cerebral de una persona que murió por enfermedad de 
Alzheimer. (5) Las placas amiloides que contienen agregados del pépti- 
do AP aparecen fuera de las células (entre las células nerviosas), mientras 


que las marañas neurofibrilares (NFT) aparecen dentro de las células. 


Las NFT, que se describen al final de esta sección Perspectiva huma- 


no son las mismas y la proteína causante de la AD no es un agente in- 
feccioso (o sea, la AD no es transmisible). 

En los últimos 20 años, la investigación sobre la AD ha estado do- 
minada por la hipótesis de amiloide, la cual propone que la enfermedad se 
debe a la producción de una molécula, llamada péptido amiloide B (AB). 
Originalmente, AB forma parte de una proteína más grande llamada 
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na, están formadas por enredos mal plegados de una proteína llamada 
tau que participa en el mantenimiento de la organización de microtú- 
bulos de la célula nerviosa. Tanto las placas como las marañas se han 
implicado como causa de la enfermedad. (a: O Thomas DEERINCK, 
NCMIR/Phoro RESEARCHERS, Inc. B: © AMERICAN HEALTH Assis- 
TANCE FOUNDATION.) 
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FIGURA 3 Formación del péptido Af. El péptido Af se separa de la 
proteína precursora de amiloide (APP) como resultado de la acción de 
dos enzimas, secretasa-B y secretasa-y. Es interesante que la APP y las dos 
secretasas sean proteínas que abarcan toda la membrana. La separación 
de APP ocurre dentro de la célula (tal vez en el retículo endoplásmico) y 
el producto AP al final se secreta al espacio extracelular. La secretasa-y 
puede cortar en cualquiera de dos sitios en la molécula APP, y produ- 
ce los péptidos AB40 o AfB42, este último es el principal causante del 
desarrollo de las placas amiloides que se observan en la figura 2. La 
secretasa-y es una enzima de múltiples subunidades que divide (hidroli- 
za) a su sustrato en un sitio dentro de la membrana. 


proteína precursora de amiloide (APP), que cruza toda la membrana de 
la célula nerviosa. El péptido AP se libera de la molécula de APP des- 
pués de la división por efecto de dos enzimas específicas, secretasa-B y 
secretasa-y (fig. 3). La longitud del péptido AB es variable. La especie 
predominante tiene una longitud de 40 aminoácidos (designada AB40), 
pero también se produce una especie menor con dos residuos hidrófo- 
bos adicionales (designada AB42). Estos dos péptidos pueden existir 
en una forma soluble que consiste sobre todo en hélices a, pero AB42 
tiende a replegarse de manera espontánea y adquiere una conformación 
muy distinta que contiene una hoja B plisada considerable. Es la versión 
AB42 mal plegada de la molécula que tiene el mayor potencial para 
causar daño al cerebro. AB42 tiende a relacionarse consigo misma pa- 
ra formar pequeños complejos (oligómeros) y agregados grandes que 
son visibles como fibrillas al microscopio electrónico. Aunque este as- 
pecto aún no se confirma, hay evidencia sugestiva de que son los oli- 
gómeros solubles los más tóxicos para las células nerviosas, y no los 
agregados solubles. Por ejemplo, es mucho más probable que las células 
nerviosas cultivadas se dañen por la presencia de oligómeros solubles 
AB que por monómeros Af o agregados fibrilares. En el cerebro, pa- 
rece que los oligómeros Af atacan las sinapsis que conectan las células 
nerviosas entre sí y al final conducen a su muerte. Las personas que 
padecen una forma hereditaria de AD portan una mutación que pro- 
voca aumento en la producción del péptido Aß42, lo cual puede ser 
resultado de la presencia de copias adicionales (duplicaciones) del gen 
APP, mutaciones en el gen 4PP o mutaciones en los genes (PS1, PS2) 
que codifican las subunidades de secretasa-y. Los individuos con estas 
mutaciones presentan síntomas de la enfermedad a edad temprana, casi 


siempre en el sexto decenio de edad. El hecho de que la AD pueda 
generarse por mutaciones en genes que aumentan la formación ami- 
loide es el argumento más fuerte en favor de la formación de amiloide 
como la base de la enfermedad. El argumento más fuerte en contra de 
la hipótesis de amiloide es la correlación débil que puede existir entre el 
número y el tamaño de las placas de amiloide en el cerebro y la gravedad 
de la enfermedad. Los ancianos con pocos o ningún signo de pérdida de 
memoria o demencia pueden tener cantidades relativamente altas 
de depósitos amiloides en el cerebro, y aquellos con enfermedad grave a 
veces tienen pocos o ningún depósito amiloide. 

Todos los fármacos que hay por ahora en el mercado para el trata- 
miento de la AD se enfocan sólo en los síntomas; ninguno tiene efecto 
en la progresión de la enfermedad. Con la hipótesis de amiloide como la 
influencia guía, los investigadores siguieron tres estrategias básicas en 
la búsqueda de nuevos fármacos para prevenir, revertir o ambos, el de- 
terioro mental de la AD. Estas estrategias son: 1) prevenir la formación 
del péptido AB42 desde el principio; 2) eliminar el péptido AB42 (o los 
depósitos amiloides que produce) una vez que se formaron, y 3) prevenir 
la interacción entre las moléculas AB, lo que impide el desarrollo de 
oligómeros y agregados fibrilares. Antes de examinar cada una de estas 
estrategias, podría considerarse la forma en que los investigadores ave- 
riguan qué fármacos podrían tener éxito en la prevención o tratamiento 
de la enfermedad de Alzheimer. 

Una de las mejores estrategias para el desarrollo de tratamientos 
para enfermedades en seres humanos es encontrar animales de labora- 
torio, en particular ratones, que desarrollen trastornos similares, y usar 
dichos animales para probar la eficacia de tratamientos potenciales. Los 
animales que desarrollan una enfermedad semejante a la humana se co- 
nocen como modelos animales. Pero cualquiera que sea la razón, los ce- 
rebros de los ratones viejos no muestran evidencia de los depósitos ami- 
loides encontrados en los humanos, y hasta 1995 no había un modelo 
animal para la AD. Entonces, en ese año los investigadores encontraron 
que podían crear una cepa de ratones que desarrollaba placas amiloides 
en su cerebro y tenían mal desempeño en tareas que requerían memoria. 
Obtuvieron esta cepa mediante la modificación genética de los ratones 
para que portaran un gen APP humano mutante, un causante de AD 
familiar. Estos ratones modificados por ingeniería genética (transgéni- 
cos) han sido invaluables en la valoración de tratamientos potenciales 
para la AD. El mayor entusiasmo en el campo del tratamiento para la 
AD se ha enfocado en la segunda estrategia mencionada antes, y estas 
investigaciones se utilizarán para ilustrar algunos de los pasos necesarios 
en el desarrollo de un nuevo fármaco. 

En 1999, Dale Schenk et al., de Elan Pharmaceuticals publicaron 
un hallazgo extraordinario. Habían descubierto que la formación de 
placas amiloides en ratones portadores del gen humano mutante APP 
podría bloquearse con la inyección repetida de la misma sustancia que 
causa el problema, el péptido agregado AB42. En efecto, los investiga- 
dores habían inmunizado (vacunado) a los ratones contra la enferme- 
dad. Cuando los ratones jóvenes (6 semanas de edad) se inmunizaban 
con Af42, no desarrollaban los depósitos amiloides cerebrales cuando 
envejecían. Cuando los ratones de mayor edad (13 meses) cuyos ce- 
rebros ya tenían depósitos extensos de amiloide se inmunizaban con 
ABa42, se eliminaba un porcentaje significativo de los depósitos fibrilares 
del sistema nervioso. Algo aún más importante, los ratones inmuniza- 
dos tenían un mejor desempeño que sus hermanos de camada no inmu- 
nizados en las pruebas de memoria. 

El éxito contundente de estos experimentos en ratones, junto con 
el hecho de que los animales no mostraban efectos adversos por la in- 
munización, llevó a los reguladores del gobierno a aprobar pronto un 
estudio clínico Fase I de la vacuna AB42. Un estudio clínico Fase I es 
el primer paso en la valoración de un nuevo fármaco o procedimien- 
to en seres humanos y casi siempre se realiza años después de pruebas 
preclínicas en células cultivadas y modelos animales. Las pruebas Fase I 
se realizan en un pequeño número de sujetos y están diseñadas para 
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vigilar la seguridad del procedimiento, más que su eficacia contra la en- 
fermedad. 

Ninguno de los sujetos de los dos estudios Fase I independientes 
con la vacuna AB presentó efectos adversos por la inyección del pépti- 
do amiloide. Como consecuencia, se autorizó a los investigadores para 
proceder con un estudio clínico de Fase II, que incluye a un grupo más 
grande de sujetos y está diseñado para medir la eficacia del procedi- 
miento (o fármaco). Este estudio Fase 11 particular se diseñó como es- 
tudio con asignación al azar, doble ciego, controlado con placebo. En 
este tipo de estudio: 


1. los pacientes se asignan al azar en dos grupos que se tratan en forma 
similar, excepto porque uno recibe el factor curativo (proteína, an- 
ticuerpos, fármacos, etc.) en investigación y el otro grupo recibe un 
placebo (una sustancia inactiva que no tiene valor terapéutico), y 

2. el diseño es doble ciego, lo que significa que ni los investigadores ni los 
sujetos saben quién recibe el tratamiento y quién recibe el placebo. 


El estudio Fase II para la vacuna AB comenzó en 2001 e incluyó a 
más de 350 sujetos en Estados Unidos y Europa que tenían diagnóstico 
de AD leve a moderada. Después de recibir dos inyecciones de amiloide 
B sintético (o un placebo), 6% de los sujetos presentaron inflamación 
cerebral que podía poner en riesgo su vida. Casi todos estos pacientes 
fueron tratados con éxito mediante esteroides, pero el estudio se sus- 
pendió. 

Una vez que resultó evidente que la vacunación de pacientes con 
AB42 tiene riesgos inherentes, se decidió buscar una forma más segura 
de inmunización, que es administrar anticuerpos dirigidos contra AB 
producidos fuera del cuerpo (de manera exógena). Este tipo de estrate- 
gia se conoce como inmunización pasiva porque la persona no produce 
los anticuerpos terapéuticos por sí mismo. La inmunización pasiva con 
anticuerpos anti-AfB42 (llamado bapineuzumab) ya resultó eficaz para 
restaurar la función de memoria en ratones transgénicos y en poco tiem- 
po se observó que es segura y al parecer efectiva en estudios clínicos 
fases I y IL. El último paso antes de la aprobación gubernamental es un 
estudio Fase III, en el que casi siempre se incluye una gran cantidad de 
sujetos (1000 o más en varios centros de investigación) y compara la 
eficacia del nuevo tratamiento con las estrategias estándar. Los prime- 
ros resultados de estudios Fase ITI con bapineuzumab se publicaron en 
2008 y fueron decepcionantes; hubo poca o ninguna evidencia de que el 
anticuerpo tuviera beneficios para impedir el avance de la enfermedad. 
Sin embargo, hay otro estudio en un subgrupo de pacientes con AD en 
progreso. 

Mientras tanto, el análisis integral de algunos de los pacientes 
vacunados con AB42 en el estudio original de inmunización de 2001 
también se publicó en 2008. En análisis de este grupo de pacientes in- 
dicó que la vacunación con AfB42 no tuvo efecto profiláctico para la 
progresión de la enfermedad. En particular, resultó impactante que en 
varios de estos pacientes que habían muerto por demencia grave no 
quedaban placas de amiloide en su cerebro. Este hallazgo sugiere que la 
eliminación de depósitos amiloides en un paciente que tiene síntomas 
de demencia leve a moderada no detiene el avance de la enfermedad. 
Tales resultados pueden interpretarse en más de una forma. Una inter- 
pretación es que los depósitos amiloides no son la causa de los síntomas 
de demencia. Una interpretación alternativa es que ya existían efectos 
tóxicos irreversibles de los depósitos para cuando se inició la inmuniza- 
ción y era demasiado tarde para revertir la evolución de la enfermedad 
con tratamientos que eliminan los depósitos amiloides existentes. Al 
respecto, es importante señalar que la formación de depósitos amiloides 
en el cerebro comienza 10 o más años antes de la aparición de síntomas 
clínicos de la AD. Es posible que si estos tratamientos se iniciaran antes, 
los síntomas de la enfermedad no aparecerían nunca. Ahora, los avan- 


ces recientes en los procedimientos para obtener imágenes cerebrales 
permiten a los médicos observar los depósitos amiloides en el cerebro 
humano mucho antes que aparezcan los síntomas de la AD. Gracias a 
estos avances, tal vez sea posible iniciar los tratamientos preventivos en 
personas con riesgo muy alto de desarrollar AD antes que haya mani- 
festaciones clínicas. 

También se han desarrollado fármacos que siguen las dos estra- 
tegias mencionadas antes. Dos fármacos que llegaron a las etapas más 
avanzadas de desarrollo son tramiprosato y tarenflurbilo. El tramipro- 
sato es una molécula diseñada para unirse con los péptidos AfB42 y 
bloquear ciertas interacciones, lo que detiene la agregación molecular 
y la formación de fibrillas. Un extenso estudio Fase III con tramipro- 
sato no pudo demostrar que el fármaco es eficaz para detener el avance 
de la enfermedad. El tarenflurbilo es un antiinflamatorio no esteroi- 
deo (NSAID, nonsteroidal anti-inflammatory drug), como el ibuprofeno. 
Los NSAID llamaron la atención de los investigadores de AD cuan- 
do se publicó que los pacientes con artritis que tomaban ciertos tipos 
de NSAID tenían una probabilidad mucho menor de desarrollar AD. 
La investigación ulterior reveló que los NSAID con aparente actividad 
preventiva de la AD también eran los que alteraban la actividad de la 
secretasa-y (fig. 3). En estudios preclínicos, se demostró que el taren- 
flurbilo impide la producción de péptidos tóxicos Af, tanto en células 
nerviosas cultivadas como en ratones transgénicos con AD. Sin embar- 
go, como los otros fármacos descritos en esta sección, un estudio extenso 
Fase III de tarenflurbilo no demostró beneficio alguno para detener el 
avance de la enfermedad de Alzheimer. 

Considerado en conjunto, el fracaso aparente de estos tres fárma- 
cos prometedores, cada uno dirigido a un paso diferente en la vía de la 
AD, dejó al campo del tratamiento de AD sin una vía clara. Algunas 
compañías farmacéuticas continúan el desarrollo de fármacos nuevos 
enfocados en bloquear la formación de agregados amiloides, mientras 
que otros se mueven en direcciones distintas. Tales hallazgos también 
dan origen a una pregunta más básica: ¿el péptido AP es siquiera parte 
del mecanismo subyacente que conduce a la enfermedad de Alzheimer? 
No se ha mencionado, pero AB no es la única proteína mal plegada que 
se encuentra en el cerebro de personas con AD. Otra proteína llamada 
tau, que funciona como parte del citoesqueleto de la célula nerviosa 
(sección 9.3), se aglomera en paquetes de filamentos celulares enreda- 
dos llamados marañas neurofibrilares (NFT, neurofibrillary tangles) (fig. 
2). Está demostrado que las NFT causan ciertos tipos de demencia 
pero casi se les ha ignorado como factor causal en la patogenia de AD, 
sobre todo por el hecho de que los modelos de ratones transgénicos con 
AD descritos antes no desarrollan NFT. Si se extrapolan los resulta- 
dos de estos estudios con ratones a los seres humanos, sugieren que las 
NFT no son necesarias para el deterioro cognitivo de los pacientes con 
AD. Una gran parte del trabajo con AD se basa en los ratones transgé- 
nicos portadores de genes humanos de AD. Estos animales han servido 
como los sujetos preclínicos principales en la valoración de fármacos 
para AD, y se han usado mucho en la investigación básica que busca 
comprender los mecanismos patológicos causantes de esta enfermedad. 
No obstante, han surgido muchas interrogantes sobre la exactitud con 
la que estos modelos animales simulan la enfermedad en los humanos, 
sobre todo los casos esporádicos en los que las personas afectadas ca- 
recen de los genes mutantes que hacen que los animales desarrollen 
el trastorno correspondiente. En realidad, el fármaco nuevo más pro- 
metedor al momento de redactar este texto es uno que actúa sobre las 
NFT, en lugar del amiloide B. En este caso, el fármaco cloruro de me- 
tiltioninio (rember TM), que disuelve las NFT, se valoró en más de 300 
pacientes con AD leve a moderada en un estudio Fase II. Se observó 
que el fármaco disminuye el deterioro mental en 81%, en promedio, 
luego de un año, en comparación con los pacientes que toman placebo. 
Ahora, el fármaco está en un estudio Fase III más grande. 
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FIGURA 2-46 Función de las chaperonas moleculares para fomentar 
el plegamiento de la proteína. Los pasos se describen en el texto. (Se 
conocen otras familias de chaperonas, pero no se describen.) 


La figura 2-46 muestra las actividades de dos familias de 
chaperonas moleculares que operan en el citosol de las células 
eucariotas. Las cadenas polipeptídicas se sintetizan en los ribo- 
somas mediante la adición de aminoácidos, uno por vez, a partir 
del extremo N de la cadena (paso 1, fig. 2-46). Las chaperonas 
de la familia Hsp70 se unen con las cadenas polipeptídicas en 
crecimiento conforme emergen por un canal de salida dentro 
de la subunidad grande del ribosoma (paso 2). Se cree que las 
chaperonas Hsp70 impiden que estos polipéptidos parcialmente 
formados (o sea, polipéptidos nacientes) se unan con otras proteí- 
nas en el citosol, lo que haría que se agregaran o se plegaran mal. 
Una vez que se completa su síntesis (paso 3), la chaperona libera 
a muchas de estas proteínas en el citosol, donde se pliegan de 
manera espontánea en su estado nativo (paso 4). Muchos de los 
polipéptidos más grandes se transfieren de las proteínas Hsp70 
a un tipo distinto de chaperona llamada chaperonina (paso 5). 
Las chaperoninas son complejos proteínicos cilíndricos que con- 
tienen cámaras en las que los polipéptidos recién sintetizados 
pueden plegarse sin interactuar con otras macromoléculas en 
la célula. TRiC es una chaperonina que se cree ayuda al plega- 
miento de hasta el 15% de los polipéptidos sintetizados en las 
células de los mamíferos. El descubrimiento y el mecanismo de 
acción de Hsp70 y las chaperoninas se describen en la sección 
Vías experimentales, en la página 78. 


El campo emergente de la proteómica Con toda la aten- 
ción en la secuenciación del genoma en años recientes, es fácil 
perder de vista el hecho de que los genes son, sobre todo, uni- 
dades de almacenamiento de información, mientras que las pro- 
teínas orquestan las actividades celulares. La secuenciación del 
genoma proporciona un tipo de “lista de partes”. Es probable que 
el genoma humano contenga entre 20000 y 22000 genes, cada 
uno de los cuales puede dar origen a diversas proteínas.” Hasta 
ahora, sólo se ha caracterizado una fracción de esas moléculas. 


Existen diferentes formas por las cuales un gen puede generar más de un 
polipéptido. Dos de los mecanismos más importantes son el corte y empalme 
alternativo y la modificación postraduccionales, que se explican en otras 
secciones del libro. También puede observarse que muchas proteínas tienen más 
de una función distintiva. Hace poco se demostró que incluso la mioglobina, 
que desde hace mucho se estudia como una proteína almacenadora de oxígeno, 
interviene en la conversión de óxido nítrico (NO) en nitrato (NO;). 
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Todo el inventario de proteínas que produce un organismo, 
ya sea humano o de otro tipo, se conoce como proteoma del or- 
ganismo. El término proteoma también se aplica al inventario de 
todas las proteínas presentes en un tejido, célula u organelo ce- 
lular particulares. Por la enorme cantidad de proteínas que están 
en estudio, los investigadores buscaron técnicas que les permitan 
identificar las propiedades o actividades de una gran cantidad de 
proteínas en un solo experimento. Se acuñó un nuevo término, 
proteómica, para describir el campo creciente de la bioquímica 
de las proteínas. Este término lleva consigo el concepto de que 
se usan tecnologías avanzadas y computadoras de alta velocidad 
para realizar estudios a gran escala en conjuntos diversos de 
proteínas. Esta es la misma estrategia básica que resultó tan 
exitosa el decenio pasado para el estudio de los genomas. No 
obstante, el estudio de la proteómica es por sí mismo mucho más 
difícil que el estudio de la genómica porque es más difícil trabajar 
con proteínas que con DNA. En términos físicos, un gen es muy 
parecido a todos los demás genes, mientras que cada proteína 
tiene propiedades químicas y requerimientos de manejo únicos. 
Además, las cantidades pequeñas de un segmento particular de 
DNA pueden amplificarse mucho con enzimas accesibles, mien- 
tras que las cantidades de proteínas no pueden amplificarse. Esto 
resulta muy problemático cuando se considera que en cada célula 
existen sólo unas cuantas copias de las múltiples proteínas que 
regulan procesos celulares importantes. 

Por lo general, los bioquímicos especializados en proteínas 
buscan responder varias preguntas sobre proteínas particulares. 
Tales cuestionamientos incluyen: ¿qué actividad específica tiene 
la proteína in vitro y cómo ayuda esta actividad a una célula a 
realizar una función particular, como la locomoción celular o la 
replicación del DNA? ¿Cuál es la estructura tridimensional de 
la proteína? ¿Cuándo aparece la proteína en el desarrollo del or- 
ganismo y en qué tipos de células? ¿Dónde se localiza la célula? 
¿La proteína se modifica después de su síntesis por adición de 
grupos químicos (p. ej., fosfatos o azúcares) y, de ser así, cómo 
modifica esto su actividad? ¿Qué cantidad de proteína existe y 
cuánto sobrevive antes de degradarse? ¿La cantidad de proteína 
cambia durante la actividad fisiológica o a causa de enfermedad? 
¿Con qué otras proteínas de la célula interactúa? Los biólogos 
han intentado responder estas preguntas durante décadas, pero 
casi siempre lo hacen para una proteína a la vez. Los investiga- 
dores de la proteómica intentan responder preguntas similares a 
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FIGURA 2-47 (Imacen O Joe SurLIrF.) 


una escala más completa mediante técnicas automáticas a gran 
escala (fig. 2-47). Ya se describió cómo puede usarse una estra- 
tegia sistemática para investigar las interacciones entre proteínas 
(pág. 61). Ahora se pondrá atención en la tarea aparentemente 
desalentadora de identificar la gran cantidad de proteínas que 
produce una célula particular. 

La figura 2-48 muestra porciones de dos geles que se usa- 
ron para fraccionar (separar) una mezcla de proteínas extraídas 
de la misma parte del cerebro de un humano (fig. 2-48a) o un 
chimpancé (fig. 2-484). Las proteínas se fraccionaron mediante 
un procedimiento llamado electroforesis bidimensional en gel de 
poliacrilamida (descrito con detalle en la Sección 18.7). Los ge- 
les contienen cientos de manchas teñidas diferentes, cada una de 
las cuales comprende una sola proteína, o cuando mucho, unas 


FIGURA 2-48 El estudio de la proteómica a menudo requiere la separa- 
ción de mezclas complejas de proteínas. Los dos geles electroforéticos 
mostrados contienen proteínas extraídas de la corteza frontal de seres 
humanos (a) o chimpancés (5). Las manchas numeradas representan 
proteínas homólogas con diferencias distintivas en los dos geles, como 
se explica en el texto. (Noza: esta es sólo una parte de un gel mucho 
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cuantas proteínas que tienen propiedades físicas muy similares y 
por tanto son difíciles de separar. Esta técnica, que se inventó a 
mediados del decenio de 1970, fue la primera y todavía es una de 
las mejores formas de separar grandes cantidades de proteínas 
de una mezcla. Es evidente que todas las manchas de un gel 
tienen una contraparte en el otro gel; las manchas presentes en 
ambos geles corresponden a proteínas homólogas compartidas 
por las dos especies. Ciertas manchas están marcadas con nú- 
meros rojos. Las manchas numeradas corresponden a proteínas 
que presentan diferencias en los dos geles, ya sea porque 1) las 
proteínas migraron a una posición un poco distinta (como resul- 
tado de una diferencia en la modificación o en la secuencia de 
aminoácidos en la proteína entre ambos organismos) (indicadas 
por flechas de punta doble) o 2) las proteínas se presentan en 
cantidades muy distintas en los cerebros de los dos organismos 
(indicado por flechas verdes). En cualquier caso, este tipo de ex- 
perimento proteómico presenta las generalidades de la diferencia 
en la expresión proteínica del cerebro humano, comparada con la 
de la especie viva más próxima. 

Una cosa es separar proteínas unas de otras, pero otra muy 
distinta es identificar a cada una de las moléculas separadas. En 
los últimos años, dos técnicas (la espectrometría de masas y la 
computación de alta velocidad) se han reunido para hacer posible 
la identificación de alguna o todas las proteínas presentes en un 
gel, como el que se muestra en la figura 2-48. Como se explica 
con más detalle en la sección 18.7, la espectrometría de masas 
es una técnica para establecer la masa exacta de una molécula o 
fragmento de una molécula, que luego puede usarse para iden- 
tificar a dicha molécula. Supóngase que se desea identificar la 
proteína presente en la mancha indicada con el número rojo 1. 
La proteína que constituya la mancha en cuestión puede retirarse 
del gel y digerirse en péptidos con la enzima tripsina. Cuando 
estos péptidos se introducen en un espectrómetro de masas, se 


(b) 


más grande que contiene alrededor de 8500 manchas, que representan 
proteínas sintetizadas en el cerebro de un primate.) (Noza: los animales 
utilizados para este estudio fallecieron por causas naturales.) (TomADA 
A PARTIR DE W. ENARD, ET AL., SCIENCE 296:342, 2002, CORTESÍA DE 
SvANTE PáABO. O 2002 AMERICAN ASSOCIATION FOR THE ÁDVANCE- 
MENT OF SCIENCE.) 
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convierten en iones gaseosos y se separan según su proporción 
masa/carga (m/z). Los resultados se presentan como una serie de 
picos con proporción m/z conocida, como la que se presenta en 
la figura 2-49. El patrón de picos constituye una huella dactilar 
de la masa del péptido característica de esa proteína. Pero, ¿cómo 
puede identificarse una proteína con base en su huella dactilar de 
masa peptídica? 

La generación de huellas dactilares de masa peptídica es un 
elemento de la nueva tecnología proteómica. Otro se basa en los 
avances de la tecnología computacional. Una vez que se obtie- 
ne la secuencia de un genoma, pueden predecirse las secuencias 
de aminoácidos de las proteínas codificadas. Después, esta lista de 
“proteínas virtuales” puede someterse a una digestión teórica con 
tripsina, se calculan las masas de los péptidos virtuales resultan- 
tes y se ingresan en una base de datos. Una vez que se hace esto, 
las masas reales de los péptidos de una proteína purificada obte- 
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FIGURA 2-49 Identificación de proteínas por espectrometría de masas. 
Se aísla una proteína de una fuente (como una de las manchas de alguno 
de los geles de la figura 2-48) y se somete a digestión con la enzima trip- 
sina. Los fragmentos peptídicos se introducen luego en un espectrómetro 
de masas, donde se ionizan y separan según su índice masa/carga (m/z). 
Los péptidos separados se ven como un patrón de picos, con indicación de 
su índice m/z preciso. La comparación de estos índices con los obtenidos 
por la digestión teórica de proteínas virtuales codificadas por el genoma 
permite a los investigadores identificar a la proteína en estudio. En este 
caso, el espectro MS es el de la mioglobina de caballo que carece del grupo 
hem. (DATOS REIMPRESOS A PARTIR DE J.R. YATES, METHODS ENZYMOL. 
271:353, 1996. COPYRIGHT, 1996, CON AUTORIZACIÓN DE ELSEVIER.) 


nida mediante el espectrómetro de masas pueden compararse con 
supercomputadoras de alta velocidad con las masas predichas en 
las digestiones teóricas de todos los polipéptidos codificados por 
el genoma. En la mayor parte de los casos, la proteína que se aisló 
y sometió a espectrometría de masas puede identificarse de modo 
directo con base en este tipo de búsqueda en la base de datos. Por 
ejemplo, resulta que la proteína etiquetada con el número 1 en los 
geles de la figura 2-48 es la enzima aldosa reductasa. Los espec- 
trómetros de masa no se limitan al manejo de una proteína puri- 
ficada por vez, sino que también son capaces de analizar proteínas 
presentes en mezclas complejas (sección 18.7). La espectrometría 
de masas es muy útil para revelar cómo cambia con el tiempo el 
complemento proteínico de una célula o tejido; por ejemplo, des- 
pués de la secreción de una hormona dentro del cuerpo; después 
del uso de un fármaco o durante alguna enfermedad particular. 

Muchos investigadores clínicos creen que la proteómica 
tendrá un participación importante en el avance de la práctica 
médica. Se cree que la mayor parte de las enfermedades humanas 
dejan patrones informativos (o biomarcadores) entre los miles de 
proteínas presentes en la sangre u otros líquidos corporales. Se 
han hecho muchos esfuerzos para comparar las proteínas presen- 
tes en la sangre de individuos sanos con las que se encuentran en 
la sangre de personas que padecen varias enfermedades, en espe- 
cial cáncer. En su mayoría, los resultados de estas búsquedas de 
biomarcadores han sido poco confiables, ya que los hallazgos 
de un grupo de investigación no pueden duplicarse con los es- 
fuerzos de otros grupos. La principal dificultad deriva del he- 
cho de que el suero humano es una solución muy compleja que 
contiene miles de proteínas, cuya abundancia varía en nueve o 
10 órdenes de magnitud. Hasta ahora, el nivel de sofisticación 
técnica y computacional no ha estado a la altura de la enorme ta- 
rea, pero es posible que esto cambie. Se espera que algún día sea 
posible usar una sola prueba sanguínea para revelar la existencia 
de enfermedad cardiaca, hepática o renal en etapa temprana, sus- 
ceptible de tratamiento antes que se convierta en un trastorno 
que ponga en peligro la vida. 

La separación de proteínas y las técnicas de espectrometría 
de masas no aportan información sobre la función de una pro- 
teína. Los investigadores trabajan para diseñar técnicas que per- 
mitan identificar la función proteínica a gran escala, en lugar de 
una proteína por vez. Se desarrollaron varias técnicas nuevas para 
lograr esta misión; aquí se considera sólo una: el uso de microma- 
trices (microarreglos) proteínicas. Una micromatriz proteínica uti- 
liza una superficie sólida, casi siempre un portaobjetos, cubierto 
con manchas de tamaño microscópico, cada una con una muestra 
proteínica individual. Las micromatrices proteínicas se construyen 
mediante la aplicación de volúmenes diminutos de proteínas in- 
dividuales en sitios específicos del portaobjetos, lo que genera un 
conjunto de proteínas como el que se muestra en la figura 2-50a. 
Las casi 6000 proteínas de levadura codificadas por el genoma de 
levadura pueden acomodarse bien como manchas individuales en 
un solo portaobjetos. 

Una vez que se crea la micromatriz proteínica, pueden de- 
tectarse varios tipos de actividades en las proteínas que contiene. 
Considérese por un momento la función de los iones Ca?*. Los 
iones Ca” tienen una participación clave en muchas actividades, 
como la generación de impulsos nerviosos, la liberación de hor- 
monas a la sangre y la contracción muscular. En cada uno de estos 
casos, los iones Ca” actúan al vincularse con una proteína para 
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(2) 


FIGURA 2-50 Análisis global de las actividades proteínicas con mi- 
cromatrices proteínicas. (a) Este solo portaobjetos para microscopio 
contiene 5800 proteínas distintas de levadura aplicadas por duplicado. 
Las proteínas colocadas en el portaobjetos se sintetizaron en células con 
modificaciones genéticas. Las manchas emiten fluorescencia roja porque 
se incubaron con un anticuerpo fluorescente que puede unirse con todas 
las proteínas del conjunto. (5) La imagen izquierda muestra una pequeña 
parte del conjunto de proteínas mostrado en la parte a. La imagen dere- 


unión con calcio. Como se explica en el capítulo 15, la calmo- 
dulina es una importante proteína para unión con calcio, incluso 
en una levadura unicelular. La figura 2-50% muestra una pequeña 
parte de una micromatriz proteínica de levadura que se incubó 
con la proteína calmodulina en presencia de iones Ca?*. Las pro- 
teínas de la matriz que presentan fluorescencia verde son las que 
están unidas con calmodulina durante la incubación y por tanto 
es probable que participen en la actividad de señalización con 
calcio. En este experimento particular de detección proteínica se 
descubrieron 33 nuevas proteínas que se unen con calmodulina. 
Estos tipos de estudios abren la puerta al análisis de las propieda- 
des de grandes cantidades de proteínas con función desconocida. 

También se espera que las micromatrices de proteínas se 
utilicen un día en los laboratorios clínicos para detectar proteínas 
características de trastornos particulares. La forma más senci- 
lla de determinar si una proteína particular característica de una 
enfermedad se encuentra en una muestra de sangre u orina, y la 
cantidad de proteína presente es medir la interacción de dicha 
proteína con un anticuerpo específico. Ésta es la base de la prue- 
ba para antígeno prostático específico (PSA, prostatic specific an- 
tigen), por ejemplo, que se usa en la detección habitual del cáncer 
prostático. El PSA es una proteína que se encuentra en la sangre 


Calmodulina 


(c) 


cha muestra la misma porción del conjunto después de la incubación con 
calmodulina en presencia de iones calcio. Las dos proteínas que emiten 
fluorescencia verde son proteínas de unión con calmodulina. (c) Ilus- 
tración esquemática de los fenómenos que ocurren en la parte 5, donde 
la calmodulina se unió con dos proteínas de la micromatriz que tienen 
sitios de unión complementarios. (A Y B: TOMADAS A PARTIR DE H. ZHU, 
ET AL., SCIENCE 293:2101, 2001, CORTESÍA DE MICHAEL SNYDER. © 
2001 AMERICAN ASSOCIATION FOR THE ÁDVANCEMENT OF SCIENCE.) 


de varones normales, pero se encuentra en cantidades elevadas en 
personas con cáncer prostático. Las concentraciones de PSA se 
establecen mediante la cuantificación de la cantidad de proteí- 
na en la sangre que se une con anticuerpos anti-PSA. Se espera 
que en el futuro cercano las compañías de biotecnología fa- 
briquen micromatrices que contengan anticuerpos capaces de 
unirse con varias proteínas sanguíneas distintas. La presencia y 
cantidad de estas proteínas indicaría que una persona puede su- 
frir una u otra de una amplia variedad de enfermedades. 


Ingeniería proteínica Los avances en la biología molecular 
generaron la oportunidad de diseñar y producir en masa proteí- 
nas nuevas, distintas a las que sintetizan los organismos vivos. 
Con las técnicas actuales para síntesis de DNA es posible crear 
un gen artificial que pueda usarse en la producción de una pro- 
teína con cualquier secuencia deseada de aminoácidos. También 
pueden fabricarse polipéptidos “de la nada” con técnicas quími- 
cas. Esta última estrategia permite a los investigadores incorpo- 
rar bloques de construcción distintos a los 20 aminoácidos que se 
encuentran normalmente en la naturaleza. 

El problema con este tipo de esfuerzos de ingeniería radica 
en conocer cuál de la infinita variedad de proteínas que pueden 
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fabricarse tendría alguna función útil. Por ejemplo, considérese 
una compañía farmacéutica que quisiera fabricar una proteína 
que se uniera con la superficie del virus del sida y lo retirara de 
una solución acuosa, como la sangre. Asúmase que los progra- 
mas computacionales de simulación podrían predecir la forma 
que debería tener tal proteína para unirse con la superficie vírica. 
¿Qué secuencia de aminoácidos produciría tal proteína unida? 
La respuesta requiere un conocimiento detallado de las reglas 
que gobiernan la relación entre la estructura primaria de una 
proteína y su estructura terciaria. 

Dada la magnitud de la tarea, resultó sorpresivo cuando los 
investigadores publicaron en 2008 que habían tenido éxito en 
el diseño y producción de proteínas artificiales capaces de cata- 
lizar dos reacciones orgánicas diferentes, ninguna de las cuales 
era catalizada por alguna enzima natural conocida. Una de las 
reacciones implicaba la rotura de un enlace entre dos carbonos; 
la otra, la transferencia de un protón desde un átomo de carbono. 
Estos arquitectos de proteínas empezaron por elegir un meca- 
nismo catalítico que pudiera acelerar las reacciones selecciona- 
das y luego usaron cálculos computacionales para construir un 
espacio idealizado en el que se colocaran las cadenas laterales de 
aminoácidos (para formar un sitio activo) que realizaran la tarea. 
Luego investigaron entre las estructuras proteínicas conocidas 
para encontrar las que pudieran servir como marco o andamiaje 
capaz de sostener el sitio activo que habían diseñado. Para trans- 
formar los modelos de computadora en una proteína real, usa- 
ron técnicas computacionales para generar secuencias de DNA 
que pudieran codificar tal proteína. Se sintetizaron las moléculas 
de DNA propuestas y se introdujeron en células bacterianas, en 
las cuales se produjeron las proteínas. Después se probaron las 
actividades catalíticas de las proteínas. Las proteínas que más 
prometían se sometieron a un proceso de evolución en tubo de 
ensayo; se indujo mutación de las proteínas para crear una nueva 
generación de proteínas alteradas entre las que pudiera detectar- 
se la actividad intensa. Al final, el equipo obtuvo proteínas que 
podían aumentar la velocidad de reacción hasta 1 millón de veces 
en comparación con la reacción no catalizada. Aunque este no es 
un ritmo de intensificación que una enzima natural mantuviera 
con orgullo, es un logro notable para un equipo de bioquímicos. 
En realidad, sugiere que al final los científicos serán capaces de 
construir proteínas de la nada que sean capaces de catalizar cual- 
quier reacción química. 

Una estrategia alternativa para producir proteínas nuevas 
ha sido modificar las que ya producen las células. Los avances 
recientes en la tecnología del DNA han permitido que los inves- 
tigadores aíslen un gen individual de los cromosomas humanos, 
alteren el contenido de su información en una forma determi- 
nada con exactitud y sinteticen la proteína modificada con su 
secuencia de aminoácidos alterada. Esta técnica, llamada muta- 
génesis dirigida a un sitio (sección 18.18), tiene muchos usos 
distintos, tanto en la investigación básica como en la biología 
aplicada. Por ejemplo, si un investigador desea conocer la fun- 
ción de un residuo particular en el plegamiento o función de un 
polipéptido, el gen puede mutarse de manera que se sustituya 
un aminoácido con una carga distinta, carácter hidrófobo o con 
propiedades para formar enlaces de hidrógeno. Entonces puede 
conocerse el efecto de la sustitución en la estructura y la función 
de la proteína modificada. Como se revisa en todo este libro, la 
mutagénesis dirigida a un sitio resulta invaluable para el análisis 


de las funciones específicas de partes diminutas de todas las pro- 
teínas de interés para los biólogos. 

La mutagénesis dirigida a un sitio también se usa para mo- 
dificar la estructura de las proteínas de utilidad clínica a fin de 
inducir varios efectos fisiológicos. Por ejemplo, el fármaco peg- 
visomant, aprobado por la FDA en 2003, es una versión modi- 
ficada de la hormona del crecimiento humana (GH) que tiene 
varias alteraciones. En condiciones normales, la GH se une con 
un receptor en la superficie de las células blanco, lo cual genera 
una respuesta fisiológica. El pegvisomant compite con la GH 
para unirse al receptor para GH, pero la interacción del fármaco 
con el receptor no inicia la respuesta celular. El pegvisomant 
se prescribe para el tratamiento de la acromegalia, una enfer- 
medad producida por la producción excesiva de hormona del 
crecimiento. 


Diseño farmacológico basado en la estructura La producción de 
nuevas proteínas es una aplicación clínica de los avances re- 
cientes en la biología molecular; otro es el desarrollo de nuevos 
fármacos que actúan mediante la unión con proteínas conoci- 
das, lo que inhibe su actividad. Las compañías farmacológicas 
tienen acceso a “bibliotecas” químicas que contienen millones 
de compuestos orgánicos distintos, aislados de plantas o micro- 
organismos, o sintetizados por medios químicos. Una forma de 
investigar fármacos potenciales es exponer a la proteína blanco 
a combinaciones de estos compuestos para determinar cuáles, si 
acaso alguno, se unen con la proteína con una afinidad razo- 
nable. Una técnica alternativa, que puede usarse si se conoce la 
estructura terciaria de una proteína, es usar computadoras para 
diseñar moléculas farmacológicas “virtuales” cuyo tamaño y for- 
ma les permitan adaptarse en las fisuras y grietas de la proteína, 
lo que las desactiva. 

Estas dos técnicas pueden ilustrarse si se considera el desa- 
rrollo del fármaco imatinib, como se muestra en la figura 2-51a. 
La introducción de imatinib en la clínica ha revolucionado el 
tratamiento de varios cánceres relativamente raros, en particu- 
lar la leucemia mielógena crónica (CML, chronic myelogenous 
leukemia). Como se describe con detalle en los capítulos 15 y 
16, un grupo de enzimas, llamadas tirosinas cinasas, a menudo 
participa en la transformación de las células normales en células 
cancerosas. Las tirosinas cinasas catalizan una reacción en la que 
se agrega un grupo fosfato a residuos de tirosina específicos en 
una proteína blanco, un fenómeno que puede activar o inhibir a 
la proteína blanco. El desarrollo de CML depende casi de ma- 
nera exclusiva de una tirosina cinasa llamada ABL, que tiene 
actividad excesiva. 

Durante el decenio de 1980, los investigadores identificaron 
un compuesto llamado 2-fenilaminopirimidina que es capaz de 
inhibir a las tirosinas cinasas. Este compuesto se descubrió por 
detección aleatoria en una biblioteca química grande para com- 
puestos que tenían esta actividad particular (fig. 2-51a). Como 
suele ser el caso en estos tipos de experimentos de detección a 
ciegas, la 2-fenilaminopirimidina no habría sido un fármaco muy 
efectivo. Por alguna razón, sólo era un inhibidor débil de la en- 
zima, lo que significaba que debía haberse usado en cantidades 
muy grandes. La 2-fenilaminopirimidina se describe como un 
compuesto guía, un punto inicial del cual podrían desarrollarse 
fármacos útiles. A partir de esta molécula guía, se sintetizaron 
compuestos de mayor potencia y especificidad con un diseño 
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su actividad (9) afinidad ($) FIGURA 2-51 Desarrollo de un fármaco dirigido a una proteína, 
como imatinib. (2) Pasos típicos en el desarrollo. En el paso 1, se 
(a) 
identificó una proteína (p. ej., ABL) que tiene una función causal en 
la enfermedad. Esta proteína es un blanco probable para un fármaco 
que inhiba su actividad enzimática. En el paso 2, la proteína se incu- 
ba con miles de compuestos en busca de aquellos que tengan afinidad 
H H N razonable con ella e inhiban su actividad. En el paso 3, se identificó 
dle di N LON uno de estos compuestos (p. ej., 2-fenilaminopirimidina en el caso 
"ml IO 0 de ABL). En el paso 4 se usa el conocimiento de la estructura de la 
proteína blanco para hacer derivados del compuesto (p. ej., imatinib) 
S que tengan mayor afinidad de unión y por tanto puedan usarse en 
| AN menores concentraciones. En el paso 5, el compuesto en cuestión 
(0) se valora en experimentos preclínicos para conocer su toxicidad y 
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farmacológico basado en la estructura. Uno de los compuestos 
que surgieron de este proceso fue el imatinib (fig. 2-514), que se 
une con fuerza a la forma inactiva de la tirosina cinasa ABL e 
impide que la enzima se active, paso necesario para que la célula 
se vuelva cancerosa. La naturaleza complementaria de la inter- 
acción entre el fármaco y su blanco enzimático se muestra en la 
figura 2-51c. Los estudios preclínicos demostraron que imatinib 
impide el crecimiento in vitro de las células de pacientes con 
CML y que el compuesto no tuvo efectos dañinos en las prue- 
bas con animales. En el primer estudio clínico con imatinib, los 
31 pacientes con CML entraron en remisión después de tomar 
dosis del compuesto una vez al día. Ahora, el imatinib se ha con- 
vertido en el principal fármaco prescrito para el tratamiento de 
la CML, pero no es el final de la historia. Muchos pacientes que 
reciben imatinib presentan recurrencia del cáncer, ya que la cina- 
sa ABL se vuelve resistente al fármaco. En tales casos, es posible 


eficacia (nivel de efectividad) in vivo. Los experimentos preclínicos 
casi siempre se llevan a cabo en células humanas cultivadas (paso 5a) 
(p. ej., de pacientes con CML) y animales de laboratorio (paso 
5b) (p. ej., ratones con implantes de células CML humanas). Si el 
fármaco parece seguro y eficaz en animales, se prueba en estudios 
clínicos (paso 6), como se explica en la página 67. (4) La estructu- 
ra de imatinib. La porción azul de la molécula indica la estructura 
del compuesto 2-fenilaminopirimidina que se identificó al principio 
como inhibidor de la cinasa de ABL. (cd) La estructura del domi- 
nio catalítico de ABL en el complejo (c) con imatinib (mostrado en 
amarillo) y (4) con un inhibidor de segunda generación llamado da- 
satinib. Imatinib se une con la conformación inactiva de la proteína, 
mientras que dasatinib se une con la conformación activa. Estos dos 
fenómenos de unión bloquean la actividad necesaria para el fenotipo 
celular canceroso. Dasatinib es eficaz contra células cancerosas que se 
volvieron resistentes a la acción de imatinib. (C, D: REIMPRESAS CON 
AUTORIZACIÓN A PARTIR DE ELLEN WEISBERG ET AL. POR CORTESÍA 
DE James D. GRIFFIN, NATURE Revs. CANCER 7:353, 2007 O co- 
PYRIGHT 2007, MACMILLAN MAGAZINES LIMITED.) 


mantener la supresión del cáncer mediante el uso de fármacos 
de diseño más reciente, capaces de inhibir las formas de la cinasa 
ABL que son resistentes a imatinib. Uno de estos nuevos (de 
segunda generación) inhibidores de la cinasa ABL se muestra 
unido a la proteína en la figura 2-514. 


Adaptación y evolución de proteínas Las adaptaciones 
son rasgos que mejoran la probabilidad de supervivencia de un 
organismo en un ambiente particular. Las proteínas son adapta- 
ciones bioquímicas que están sujetas a la selección natural y al 
cambio evolutivo, de la misma forma que otros tipos de carac- 
terísticas, como los ojos o esqueletos. La mejor forma de revelar 
estos cambios es mediante la comparación de proteínas con rela- 
ción evolutiva (homólogas) en organismos que viven en ambientes 
muy diferentes. Por ejemplo, las proteínas de las arqueobacterias 
halofílicas (con afinidad por la sal) tienen sustituciones de ami- 
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FIGURA 2-52 Distribución de residuos de aminoácidos polares con 
carga en la enzima malato deshidrogenasa de una arqueobacteria 
halofílica. Las esferas rojas representan residuos ácidos, las azules re- 
presentan residuos básicos. Se observa que la superficie de la enzima 
está cubierta con residuos ácidos, lo que da a la proteína una carga neta 
de —156 y fomenta su solubilidad en ambientes de salinidad extrema. 
Como comparación, una proteína homóloga de la mielga, un tiburón 
oceánico, tiene una carga neta de +16. (REIMPRESA CON AUTORIZA- 
CIÓN A PARTIR DE O. Dym, M. MevareEcH Y J.L. SUSSMAN, SCIENCE 
267:1345, 1995. CoryriGHT O 1995 AMERICAN ASSOCIATION FOR 
THE ADVANCEMENT OF SCIENCE.) 


noácidos que les permiten mantener su solubilidad y función 
con concentraciones muy altas de sal en el citosol (hasta 4 M de 
KC). Por ejemplo, a diferencia de su contraparte en otros orga- 
nismos, la superficie de la versión halofílica de la proteína malato 
deshidrogenasa está cubierta con residuos de ácido aspártico y 
ácido glutámico cuyos grupos carboxílicos pueden competir con 
la sal por las moléculas de agua (fig. 2-52). 

Las proteínas homólogas aisladas de distintos organismos 
pueden presentar formas y patrones de plegamiento idénticos, 
pero tienen secuencias de aminoácidos muy distintas. Mientras 
mayor es la distancia evolutiva entre dos organismos, mayor es 
la diferencia en las secuencias de aminoácidos de sus proteínas. 
En algunos casos, sólo unos cuantos aminoácidos clave locali- 
zados en una porción crítica de la proteína están presentes en 
todos los organismos en los que se ha estudiado dicha proteína. 
En una comparación de 226 secuencias de globina, sólo se en- 
contraron dos residuos conservados en todos estos polipéptidos; 
uno es un residuo de histidina que tiene una función clave en la 
unión y liberación de oxígeno. Estas observaciones indican que 
las estructuras secundaria y terciaria de las proteínas cambian 
con mucha mayor lentitud durante la evolución que sus estruc- 
turas primarias. 

Ya se revisó cómo la evolución ha producido versiones di- 
ferentes de proteínas en distintos organismos, pero también ha 
generado distintas versiones de proteínas en organismos indi- 
viduales. Considérese una proteína particular con una función 
determinada, como la globina o colágena. El genoma humano 
codifica varias versiones de cada una de estas proteínas. En la 
mayor parte de los casos, las diferentes formas de una proteína, 


que se conocen como isoformas, se adaptan para funcionar en 
distintos tejidos o en diferentes etapas de desarrollo. Por ejemplo, 
los seres humanos tienen seis genes distintos que codifican iso- 
formas de la proteína contráctil actina. Dos de estas isoformas se 
encuentran en el músculo liso, una en el músculo esquelético, una 
en el músculo cardiaco y dos en todos los demás tipos de células. 

Conforme se publicaban cada vez más secuencias de ami- 
noácidos y estructuras terciarias de proteínas, resultó aparente 
que la mayor parte de las proteínas son miembros de familias 
mucho más grandes (o superfamilias) de moléculas relacionadas. 
Se cree que los genes que codifican los diversos miembros de una 
familia de proteínas surgieron de un solo gen ancestral que ex- 
perimentó una serie de duplicaciones en el curso de la evolución 
(fig. 10-23). Durante periodos largos de tiempo, las secuencias 
de nucleótidos de las diversas copias divergen unas de otras para 
generar proteínas con estructuras relacionadas. Muchas familias 
de proteínas contienen una variedad notable de proteínas que 
adquirieron diversas funciones. La expansión de las familias de 
proteínas es el origen de gran parte de la diversidad de proteínas 


codificadas en los genomas de las plantas y animales complejos 
de la actualidad. 


Ácidos nucleicos 


Los ácidos nucleicos son macromoléculas construidas con se- 
ries largas (cadenas) de monómeros llamados nucleótidos. Los 
ácidos nucleicos funcionan sobre todo en el almacenamiento y 
transmisión de información genética, aunque también pueden 
tener funciones estructurales o catalíticas. Existen dos tipos de 
ácidos nucleicos en los organismos vivos: el ácido desoxirribo- 
nucleico (DNA) y el ácido ribonucleico (RNA). El DNA es 
el material genético de todos los organismos celulares, aunque el 
RNA tiene esa función en muchos virus. En las células, la infor- 
mación almacenada en el DNA se usa para gobernar las activi- 
dades celulares a través de la formación de mensajes de RNA. 
En esta explicación se examina la estructura básica de los ácidos 
nucleicos con base en un RNA de cadena sencilla como molécu- 
la representativa. En el capítulo 10 se describe la estructura del 
DNA, y se vincula con su función central en la base química de 
la vida. 

Cada nucleótido de una cadena de RNA está formado de 
tres partes (fig. 2-53a): 1) un azúcar de cinco carbonos, ribosa; 
2) una base nitrogenada (llamada así porque hay átomos de ni- 
trógeno como parte de los anillos de la molécula), y 3) un grupo 
fosfato. Juntos, el azúcar y la base nitrogenada forman un nucleó- 
sido, por lo que los nucleótidos de una cadena de RNA también 
se conocen como monofosfatos de ribonucleósidos. El fosfato se 
une con el carbono 5' del azúcar, mientras que la base nitrogena- 
da se une con el carbono 1' Durante el ensamble de una cadena 
de ácido nucleico, el grupo hidroxilo unido con el carbono 3'del 
azúcar de un nucleótido se vincula mediante un enlace éster con 
el grupo fosfato unido con el carbono 5' del siguiente nucleó- 
tido de la cadena. Por tanto, los nucleótidos de una cadena de 
RNA (o DNA) están conectados por enlaces azúcar-fosfato (fig. 
2-53b) que se describen como enlaces 3-5 -fosfodiéster porque el 
átomo de fosfato se esterifica con dos átomos de oxígeno, uno de 
cada uno de los azúcares adyacentes. 

Una cadena de RNA (o DNA) contiene cuatro tipos dis- 
tintos de nucleótidos, distinguidos por su base nitrogenada. En 
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FIGURA 2-53 Nucleótidos y cadenas de nucleótidos del RNA. (a) Los 
nucleótidos son monómeros con los que se forman las cadenas de áci- 
dos nucleicos. Un nucleótido consiste en tres partes: un azúcar, una base 
nitrogenada y un fosfato. Los nucleótidos del RNA contienen el azú- 
car ribosa, con un grupo hidroxilo unido al segundo átomo de carbono. 
En cambio, los nucleótidos del DNA contienen el azúcar desoxirribosa, 
que tiene un átomo de hidrógeno en lugar de un grupo hidroxilo unido 
al segundo átomo de carbono. Cada nucleótido está polarizado, tiene 
un extremo 5' (correspondiente al lado 5' del azúcar) y un extremo 3” 
(b) Los nucleótidos forman una cadena mediante enlaces covalentes 
entre el grupo 3' hidroxilo de un azúcar y el grupo 5' fosfato del azúcar 
adyacente. 


los ácidos nucleicos existen dos tipos de ácidos nucleicos: pirimi- 
dinas y purinas (fig. 2-54). Las pirimidinas son moléculas más 
pequeñas, consistentes en un solo anillo; las purinas son más 
grandes y tienen dos anillos. El RNA contiene dos purinas dis- 
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FIGURA 2-54 Bases nitrogenadas de los ácidos nucleicos. De las cuatro 
bases estándar que hay en el RNA, la adenina y guanina son purinas; el 
uracilo y la citosina son pirimidinas. En el DNA, las pirimidinas son ci- 
tosina y timina, diferentes al uracilo por un grupo metilo unido al anillo. 


tintas: adenina y guanina, y dos pirimidinas, citosina y uracilo. 
En el DNA, el uracilo se sustituye por timina, una pirimidina 
con un grupo metilo adicional unido al anillo (fig. 2-54). 

Aunque el RNA consiste en una sola cadena continua, a 
menudo se pliega sobre sí mismo para producir moléculas con 
extensos segmentos con enlaces dobles y estructura tridimen- 
sional compleja. Esto se ilustra por las dos moléculas de RNA 
mostradas en la figura 2-55. El RNA cuya estructura secundaria 
se muestra en a figura 2-554 forma parte de una pequeña sub- 
unidad del ribosoma bacteriano (fig. 2-56). Los RNA ribosoma- 
les no son moléculas que porten información genética, sino que 
sirven como andamios estructurales sobre los que se ensamblan 
las proteínas del ribosoma y como elementos que reconocen y se 
unen con varios componentes solubles necesarios para la síntesis 
proteínica. Uno de los RNA ribosomales de la subunidad mayor 
actúa como catalizador en la reacción por la cual los aminoácidos 
se unen con enlaces covalentes durante la síntesis de proteínas. 
Los RNA que tienen función catalítica se llaman enzimas de 
RNA, o ribozimas. La figura 2-55% presenta la estructura tercia- 
ria de la ribozima llamada cabeza de martillo, capaz de separar 
su propia cadena de RNA. En ambos ejemplos mostrados en la 
figura 2-55, las regiones de cadena doble se mantienen unidas 
por enlaces de hidrógeno entre las bases. Este mismo principio 
se aplica para mantener unidas las dos cadenas de la molécula 
de DNA. 

Los nucleótidos no sólo son importantes como bloques de 
construcción de ácidos nucleicos, también tienen funciones im- 
portantes por sí mismos. La mayor parte de la energía que utiliza 
un organismo vivo en cualquier momento determinado proviene 
del nucleótido trifosfato de adenosina (ATP). La estructura del 
ATP y su función clave en el metabolismo celular se explican en 
el capítulo siguiente. El trifosfato de guanosina (GTP) es otro 
nucleótido de enorme importancia en las actividades celulares. 
El GTP se une con diversas proteínas (llamadas proteínas G) 
y actúa como interruptor para iniciar sus actividades (la figura 
11-49 presenta un ejemplo). 
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FIGURA 2-55 Los RNA pueden asumir formas complejas. (a) Este 
RNA ribosomal es parte integral de la pequeña subunidad ribosomal de 
una bacteria. En este perfil bidimensional, se ve que la cadena de RNA 
se pliega sobre sí misma con un patrón muy ordenado, de manera que 
la mayor parte de la molécula tiene cadena doble. (4) Este ribosoma 


(b) 


en cabeza de martillo, como se le conoce, es una pequeña molécula de 
RNA de un viroide (pág. 24). La naturaleza helicoidal de las porciones 
de cadena doble de este RNA pueden apreciarse en este modelo tridi- 
mensional de la molécula. (B: TOMADA DE WiLLram G. SCOTT ET AL. 
CELL 81:993, 1995, CON AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 


1. ¿Cuáles de las macromoléculas son polímeros? ¿Cuál 
es la estructura básica de cada tipo de monómero? ¿En 
qué varían los diversos monómeros de cada tipo de 
macromolécula entre ellos? 

2. Describa las estructuras de los nucleótidos y la manera 
en que tales monómeros se unen para formar una 
cadena de polinucleótido. ¿Por qué sería demasiado 
simplista describir al RNA como un ácido nucleico de 
cadena sencilla? 

3. Mencione tres polisacáridos formados por polímeros de 
glucosa. ¿En qué difieren estas moléculas entre sí? 

4. Describa las propiedades de tres tipos diferentes 
de moléculas de lípidos. ¿Cuáles son sus funciones 
biológicas respectivas? 

5. ¿Cuáles son las propiedades principales que distinguen 

a los distintos aminoácidos entre sí? ¿Qué funciones 

tienen estas diferencias en la estructura y función de las 

proteínas? 

¿Cuáles son las propiedades de la glicina, prolina y 

cisteína que distinguen a estos aminoácidos? 

7. ¿En qué difieren las propiedades de una hélice a de las 
de una hoja B? ¿En qué son similares? 

8. Dado que las proteínas actúan como máquinas 
moleculares, explique por qué los cambios en la 
conformación son tan importantes para la función de 
las proteínas. 


9 


¿En qué grado las lecciones aprendidas del estudio de la arqui- 
tectura de las proteínas pueden aplicarse a estructuras más com- 
plejas en la célula? ¿También pueden ensamblarse por sí mismas 
las estructuras, como las membranas, ribosomas y elementos ci- 
toesqueléticos, que consisten en distintos tipos de subunidades? 
¿A qué grado puede explicarse la organización subcelular tan 
sólo con la unión de las piezas para obtener la disposición más 
estable? El ensamble de los organelos celulares se comprende 
poco, pero con base en los ejemplos siguientes parece que distin- 
tos tipos de subunidades pueden ensamblarse por sí mismas para 
formar arreglos de un superior. 


El ensamble de las partículas del virus 
del mosaico del tabaco y las subunidades 
ribosomales 


La evidencia más convincente de que un proceso de ensamble 
particular se dirige por sí solo es la demostración del ensam- 
ble que puede ocurrir fuera de la célula (in vitro) en condiciones 
fisiológicas cuando las únicas macromoléculas presentes son las 
que componen la estructura final. En 1955, Heinz Fraenkel- 
Conrat y Robley Williams de la University of California, Berkeley, 
demostraron que las partículas del virus del mosaico del tabaco 


(TMV), que consisten en una molécula larga de RNA (alrededor 
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FIGURA 2-56 Reconstrucción de un ribosoma del citoplasma de una 
célula de germen de trigo. Esta reconstrucción se basa en micrografías 
electrónicas de alta resolución y muestra las dos subunidades de este 
ribosoma eucariota, la subunidad pequeña (405) a la izquierda y la sub- 
unidad grande (605) a la derecha. La estructura interna de un ribosoma 
se explica en la sección 11.8. (TOMADA A PARTIR DE ADRIANA VERS- 
CHOOR ET AL., J. CELL BroL. VoL. 133 [PortTaDA +3], 1996; POR AUTO- 
RIZACIÓN DE ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 


de 6600 nucleótidos) enlazada dentro de una cápsula helicoidal 
formada por 2 130 subunidades proteínicas idénticas (fig. 1-20), 
eran capaces de ensamblarse por sí mismas. En sus experimentos, 
purificaron RNA de TMV y proteína por separado, las mezcla- 
ron en las condiciones adecuadas y recuperaron partículas infec- 
ciosas maduras después de un periodo corto de incubación. Que- 
dó claro que los dos componentes contenían toda la información 
necesaria para la formación de partículas. 

Al igual que las partículas de TMV, los ribosomas están 
formados por RNA y proteína. A diferencia de los TMV más 
sencillos, los ribosomas contienen varios tipos distintos de RNA 
y una colección considerable de proteínas distintas. Todos los ri- 
bosomas, sin importar su origen, están formados por dos subuni- 
dades de tamaño distinto. Aunque las subunidades ribosomales 
a menudo se presentan en dibujos como estructuras simétricas, 
en realidad tienen una forma muy irregular, como se indica en la 
figura 2-56. La subunidad ribosomal grande (50S) de las bacte- 
rias contiene dos moléculas de RNA y casi 32 proteínas distintas. 


La subunidad ribosomal pequeña (30S) de las bacterias contiene 
una molécula de RNA y 21 proteínas diferentes. La estructura y 
función del ribosoma se describen con detalle en la sección 11.8. 

Uno de los hitos en el estudio de los ribosomas ocurrió a 
mediados de la década de 1960, cuando Masayasu Nomura et al., 
en la University of Wisconsin tuvieron éxito al reconstituir sub- 
unidades 30S bacterianas funcionales mediante la mezcla de 21 
proteínas purificadas de la subunidad pequeña con RNA ribo- 
somal purificado de la misma subunidad. Al parecer, los compo- 
nentes de la subunidad pequeña contienen toda la información 
necesaria para el ensamble de la partícula completa. El análisis 
de los intermediarios que se forman en distintas etapas durante 
la reconstitución żin vitro indica que el ensamble de la subunidad 
ocurre paso a paso en forma secuencial, muy parecida al proceso 
in vivo. Parece que al menos una de las proteínas de la subunidad 
pequeña (S16) funciona sólo en el ensamble del ribosoma; la de- 
leción de esta proteína de la mezcla de reconstitución disminuyó 
mucho la velocidad del proceso de ensamble, pero no impidió la 
formación de ribosomas funcionales del todo. La reconstitución 
de la subunidad grande del ribosoma bacteriano se logró en la 
década siguiente. Debe tenerse presente que aunque se requieren 
cerca de 2 h a 50°C para que se reconstituya el ribosoma in vitro, 
la bacteria puede ensamblar la misma estructura en unos cuan- 
tos minutos a temperaturas de tan sólo 10°C. Podría ser que la 
bacteria utilice algo que no está disponible para el investigador, 
que comienza con los componentes purificados. Por ejemplo, el 
ensamble del ribosoma dentro de la célula podría incluir la par- 
ticipación de factores accesorios que actúan en el plegamiento 
de proteínas, como las chaperonas descritas en la sección Vías 
experimentales. En realidad, la formación de ribosomas dentro 
de una célula eucariota requiere la asociación transitoria de mu- 
chas proteínas que no se incluyen en la partícula final, además 
de la eliminación de casi la mitad de los nucleótidos del RNA 
precursor ribosomal grande (sección 11.3). Como resultado, los 
componentes del ribosoma eucariota maduro ya no tienen la in- 
formación para reconstituirse in vitro. 


1. ¿Qué tipo de evidencia sugiere que las subunidades 
ribosomales bacterianas son capaces de 
autoensamblarse, pero las subunidades eucariotas no? 

2. ¿Qué evidencia indicaría que una proteína ribosomal 
particular participa en la función del ribosoma, pero no 
en su ensamble? 
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VÍAS EXPERIMENTALES 


Chaperonas: ayudan a las proteínas 
a llegar a su estado plegado apropiado 


En 1962, F.M. Ritossa, un biólogo italiano que estudiaba el desarrollo 
de la mosca de la fruta Drosophila, publicó un hallazgo curioso.' Cuan- 
do la temperatura en la cual se desarrollaban las larvas de la mosca de 
la fruta se elevaba de 25 a 32°C, se activaban varios sitios nuevos en 
los cromosomas gigantes de las células larvarias. Como se explica en el 
capítulo 10, los cromosomas gigantes de estas larvas de insectos pro- 
porcionan una expresión visual de la expresión génica (fig. 10-8). Los 
resultados sugerían que el aumento de la temperatura inducía la expre- 
sión de nuevos genes, hallazgo que se confirmó 10 años más tarde con 
la caracterización de varias proteínas que aparecían en las larvas después 
de elevar la temperatura.? Pronto se descubrió que esta respuesta, deno- 
minada respuesta al choque térmico, no era exclusiva de la mosca de 
la fruta, sino que también puede inducirse en muchas células diferentes 
de todo tipo de organismos, desde bacterias hasta plantas y mamíferos. 
Un examen más minucioso reveló que las proteínas producidas durante 
la respuesta no se encontraban sólo en las células sometidas al choque 
térmico, también existían en menores concentraciones en células en 
condiciones normales. ¿Cuál es la función de estas llamadas proteínas de 
choque térmico (hsps)? La respuesta a esta pregunta se obtuvo de manera 
gradual en varios estudios que no parecían relacionados. 

En la página 77 se explicó que algunas estructuras complejas con 
múltiples subunidades, como el ribosoma bacteriano o una partícula del 
virus del mosaico del tabaco, pueden ensamblarse por sí mismos a partir 
de las subunidades purificadas. En la década de 1960 se demostró que las 
proteínas que conforman las partículas de bacteriófagos (fig. 1-21c) tam- 
bién tienen una capacidad notable para ensamblarse por sí mismas, pero 
casi siempre son incapaces de formar una partícula viral completa in vi- 
tro. Los experimentos sobre ensamble de bacteriófagos en células bacte- 
rianas confirmaron que éstos requieren ayuda de las bacterias. Por ejem- 
plo, en 1973 se demostró que cierta cepa bacteriana mutante, llamada 
GroE, no podría soportar el ensamble de bacteriófagos normales. Según 
el tipo de bacteriófago, la cabeza o la cola de la partícula viral se ensam- 
blaba en forma incorrecta.** Estos estudios sugirieron que una proteína 
codificada por el cromosoma bacteriano participaba en el ensamble de 
virus, aunque la proteína del hospedador no fuera un componente de 
las partículas virales finales. Como es obvio que no evolucionó como 
auxiliar para el ensamble viral, la proteína bacteriana necesaria para el 
ensamble del bacteriófago debía tener cierta función en las actividades 
normales de la célula, pero aún se desconocía la función precisa. Los es- 
tudios ulteriores revelaron que el sitio GroE en el cromosoma bacteriano 
en realidad contiene dos genes separados, GroEL y GroES, que codifican 
dos proteínas separadas: GroEL y GroES. Al microscopio electrónico, 
la proteína purificada GroEL parecía un ensamble cilíndrico formado 
por dos discos. Cada disco estaba compuesto por varias subunidades 
dispuestas en forma simétrica alrededor del eje central (fig. 1).*4 

Varios años más tarde, un estudio con plantas de guisantes sugirió 
la existencia de una proteína promotora de ensamble similar en los clo- 
roplastos de las plantas.” Rubisco es una proteína grande en los cloro- 
plastos que cataliza la reacción en la que las moléculas de CO, captada 
de la atmósfera se unen por enlaces covalentes con moléculas orgáni- 
cas durante la fotosíntesis (sección 6.6). Rubisco tiene 16 subunidades. 
Ocho subunidades pequeñas (masa molecular de 14000 Da) y ocho 
subunidades grandes (55000 Da). Se observó que las subunidades gran- 
des de Rubisco, sintetizadas dentro del cloroplasto, no se encuentran 
en estado independiente, sino relacionadas con un ensamble proteínico 
enorme consistente en subunidades idénticas con masa molecular de 
60000 Da (60 kDa). En su documento, los investigadores consideraron 
la posibilidad de que el complejo formado por la subunidad grande de 


FIGURA 1 Un modelo del complejo GroEL formado de acuerdo con los 
datos de la microscopia electrónica y la determinación del peso mole- 
cular. Se observa que el complejo consiste en dos discos, cada uno for- 
mado por siete subunidades idénticas ordenadas de manera simétrica 
alrededor de un eje central. Estudios subsiguientes mostraron que el 
complejo contiene dos cámaras internas. (TOMADA CON AUTORIZACIÓN 
DEL EDITOR A PARTIR DE T. Honn, ET AL., J. Mot. BroL. 129:371, 1979. 
CopYRrIGHT 1979, ACADEMIC Press, ELSEVIER SCIENCE.) 


Rubisco y el polipéptido de 60 kDa fuera intermediario en el ensamble 
de una molécula completa de Rubisco. 

Una línea de investigación separada en las células de mamíferos 
también reveló la existencia de proteínas que parecían ayudar al ensamble 
de las proteínas de múltiples subunidades. Como Rubisco, las moléculas 
de anticuerpos consisten en un complejo de dos subunidades de dife- 
rentes tipos, cadenas ligeras más pequeñas y cadenas pesadas más gran- 
des. Tal como las subunidades grandes de Rubisco se relacionan con otra 
proteína que no forma parte del complejo final, lo mismo ocurre con 
las cadenas pesadas del complejo de un anticuerpo.* Esta proteína, que 
se relaciona con las cadenas pesadas recién sintetizadas, pero no con las 
cadenas pesadas ya unidas con las cadenas ligeras, se denominó proteína 
de unión, o BiP. Más tarde se descubrió que BiP tiene una masa de 70000 
Da (70 kDa). 

Hasta este punto, se han descrito dos líneas de investigación: una 
concerniente a la respuesta al choque térmico y la otra con proteínas 
que fomentan el ensamble proteínico. Estos dos campos confluyeron en 
1986, cuando se demostró que una de las proteínas más prominentes 
en la respuesta al choque térmico, una que se había denominado proteína 
70 de choque térmico (hsp70) por su masa molecular, era idéntica a BiP, 
la proteína implicada en el ensamble de las moléculas de anticuerpos.” 

Incluso antes del descubrimiento de la respuesta al choque térmi- 
co, se sabía que las proteínas eran sensibles a la temperatura, un pequeño 
aumento en la temperatura hacía que estas delicadas moléculas empe- 
zaran a desplegarse. El despliegue expone los residuos hidrófobos que 
antes estaban ocultos en el centro de la proteína. Así como las moléculas 
de grasa en un tazón de sopa se aglomeran en gotas, lo mismo ocurre 
con las proteínas con parches hidrófobos en su superficie. Por consi- 
guiente, cuando una célula es sometida a calor, las proteínas solubles se 
desnaturalizan y forman agregados. Un informe de 1985 demostró que 
después de un aumento en la temperatura, las moléculas de hsp70 recién 
sintetizadas ingresan a los núcleos celulares y se unen con agregados 
de proteínas nucleares, donde actúan como palancas para fomentar la 
disgregación. Por su función como auxiliar en el ensamble de proteínas 
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mediante la prevención de interacciones indeseables, hsp70 y las molé- 
culas relacionadas se llamaron chaperonas moleculares." 

Poco después se demostró que la proteína bacteriana de choque 
térmico GroEL y la proteína de ensamble Rubisco en las plantas eran 
proteínas homólogas. En realidad, ambas proteínas comparten casi la 
mitad de los más de 500 residuos de aminoácidos en sus respectivas 
moléculas.” El hecho de que las dos proteínas, ambas miembros de 
la familia de chaperonas Hsp60, hayan conservado tantos de los mismos 
aminoácidos refleja su función similar y esencial en los dos tipos de cé- 
lulas. Pero, ¿cuál es esa función esencial? En ese momento, se pensó que 
su función principal era mediar el ensamble de complejos con múltiples 
subunidades, como Rubisco. Esta idea cambió por los experimentos que 
estudiaron las chaperonas moleculares en las mitocondrias. Se sabía 
que las proteínas mitocondriales recién sintetizadas producidas en el 
citosol tenían que cruzar las membranas mitocondriales externas en 
forma monomérica, desplegada y extendida. Se encontró un mutante 
que alteraba la actividad de otro miembro de la familia de chaperonas 
Hsp60 y residía dentro de las mitocondrias. En las células que contenían 
esta chaperona mutante, las proteínas transportadas a las mitocondrias 
no se plegaban hasta sus formas nativas.” Incluso las proteínas que te- 
nían una sola cadena peptídica fallaban en su plegamiento hasta su con- 
formación nativa. Este hallazgo cambió la percepción de la función de 
la chaperona de la idea de que ayudan al ensamble de las subunidades ya 
plegadas para formar complejos más grandes, a la noción actual de que 
ayudan al plegamiento de la cadena polipeptídica. 

Los resultados de estos y otros estudios indicaron la presencia en 
las células de al menos dos familias de chaperonas moleculares: las cha- 
peronas Hsp70, como BiP, y las chaperonas Hsp60 (también llamadas 
chaperoninas), como Hsp60, GroEL y la proteína de ensamble Rubisco. 
La explicación se enfocará en las chaperoninas Hsp60, como GroEL, 
que son las mejor conocidas. 

Como se reveló en 1979, GroEL es un complejo molecular enor- 
me de 14 subunidades polipeptídicas dispuestas en dos anillos apilados, 
parecido a una rosquilla doble.** Quince años después que se obtuvieran 
las primeras micrografías electrónicas, se esclareció la estructura tridi- 
mensional de GroEL mediante cristalografía con rayos X.'* El estudio 
reveló la presencia de una cavidad central dentro del cilindro GroEL. 


FIGURA 2 Reconstrucciones de GroEL con base en micrografías electróni- 
cas de alta resolución obtenidas de muestras congeladas en etano líquido y 
examinadas a —170°C. La imagen izquierda muestra al complejo GroEL 
y la derecha el complejo de GroEL con GroES, que se ve como un domo 
en un extremo del cilindro. Es evidente que la unión de GroES se acom- 
paña de un cambio en la conformación del extremo apical de las proteínas 
que constituyen el anillo superior de GroEL (fecha), lo que produce un 
aumento notable en la cámara superior. (REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN 
A PARTIR DE S. CHEN, ET AL., CORTESÍA DE HELEN R. SAIBIL, NATURE 
371:263, 1994. CorYriGHT O 1994 MacmILLAN MAGAZINES LIMITED.) 


Los estudios ulteriores demostraron que esta cavidad se dividía en dos 
cámaras separadas, cada una situada dentro del centro de uno de los 
anillos del complejo GroEL y lo bastante grande para contener un po- 
lipéptido en proceso de plegamiento. 

Los estudios de microscopia electrónica también aportaron infor- 
mación sobre la estructura y función de una segunda proteína, GroES, 
que actúa junto con GroEL. Al igual que ésta, GroES es una proteína 
anular con siete subunidades dispuestas en forma simétrica alrededor de 
un eje central. Sin embargo, GroES tiene sólo un anillo y sus subuni- 
dades son mucho más pequeñas (10000 Da) que las de GroEL (60000 
Da). GroES se considera una tapa o domo que se adapta sobre cualquie- 
ra de los extremos del cilindro de GroEL (fig. 2). La unión de GroES 
con un extremo de GroEL produce un cambio drástico en la conforma- 
ción de la proteína GroEL que aumenta mucho el volumen de la cámara 
cerrada al final del complejo.” 

La importancia de este cambio en la conformación se reveló con 
gran detalle en estudios con cristalografía por rayos X en los laborato- 
rios de Arthur Horwich y Paul Sigler en Yale University.** Como se 
muestra en la figura 3, la unión de la tapa de GroES se acompaña de 
una rotación de 60” del dominio apical (rojo) de las subunidades que 


FIGURA 3 Cambio en la conformación en GroEL. (a) El modelo de la 
izquierda muestra la superficie de la estructura de los dos anillos que 
constituyen la chaperonina GroEL. El dibujo de la derecha ilustra la es- 
tructura terciaria de una de las subunidades del anillo superior de GroEL. 
Puede verse que la cadena polipeptídica se pliega en tres dominios. (b) 
Cuando un anillo de GroES (fecha) se une con el cilindro de GroEL, 
el dominio apical de cada subunidad de GroEL del anillo adyacente ex- 
perimenta una rotación marcada cercana a 60”, mientras el dominio in- 
termedio (en verde) actúa como bisagra. El efecto de este cambio en las 
partes del polipéptido es una elevación intensa de la pared de GroEL y un 
agrandamiento de la cámara interna. (REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN A 
PARTIR DE Z. Xu, A.L. Horwich, Y P.B. SIGLER, NATURE 388:744, 1997. 
CopYriGHT O 1997 MacmiLLan MAGAZINES LIMITED.) 
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conforman el anillo de GroEL en el extremo del cilindro GroEL. La 
unión de GroES hace más que inducir un cambio en la conformación 
que agranda la cámara de GroEL. Antes de la unión de GroES, la pa- 
red interna de la cámara de GroEL tiene residuos hidrófobos expuestos 
que dan al recubrimiento un carácter hidrófobo. Los polipéptidos no 
nativos también tienen residuos hidrófobos que quedan ocultos en el 
interior del polipéptido nativo. Como las superficies hidrófobas tienden 
a interactuar, el recubrimiento hidrófobo de la cavidad de GroEL se une 
con la superficie de los polipéptidos no nativos. La unión de GroES con 
GroEL sepulta los residuos hidrófobos de la pared de GroEL y expone 
varios residuos polares, lo que cambia el carácter de la pared de la cáma- 
ra. Como resultado de este cambio, un polipéptido no nativo que haya 
estado unido con la pared de GroEL mediante interacciones hidrófo- 
bas se desplaza al espacio dentro de la cámara. Una vez liberado de su 
unión con la pared de la cámara, el polipéptido tiene la oportunidad de 
continuar su plegamiento en un ambiente protegido. Después de unos 
15 s, la tapa de GroES se separa del anillo GroEL y el polipéptido se 
expulsa de la cámara. Si el polipéptido no ha llegado a su conformación 
nativa para el momento de la expulsión, puede unirse de nuevo con la 
misma molécula de GroEL o con otra y el proceso se repite. La figura 4 
muestra un modelo que ilustra algunos de los pasos que se cree ocurren 
durante el plegamiento asistido por GroEL y GroES. 

Cerca de 250 de las 2 400 proteínas presentes en el citosol de una 
célula de E. coliinteractúan con GroEL.” ¿Cómo es posible que una cha- 
perona se una con tantos polipéptidos distintos? El sitio de unión de 
GroEL consiste en una superficie hidrófoba formada sobre todo por 
dos hélices a del dominio apical que es capaz de unirse con cualquier 
secuencia de residuos hidrófobos que pudieran ser accesibles en un poli- 
péptido plegado en forma parcial o mal plegado.** Una comparación de 
la estructura del cristal de la molécula de GroEL libre con la de GroEL 
unida con varios péptidos distintos reveló que el sitio de unión del do- 
minio apical de una subunidad de GroEL puede ajustar localmente su 
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FIGURA 4 Ilustración esquemática de los pasos propuestos durante el 
plegamiento de un polipéptido con la ayuda de GroEL-GroES. Se ob- 
serva que GroEL consiste en dos cámaras con estructuras y funciones 
equivalentes que se alternan en actividad. Cada cámara se sitúa dentro 
de uno de los dos anillos que componen el complejo GroEL. El po- 
lipéptido no nativo entra a una de las cámaras (paso 1) y se une a los 
sitios hidrófobos de la pared de la cámara. La unión de la tapa de GroES 
genera un cambio en la conformación en la pared de la cámara superior, 
lo que causa agrandamiento de la cámara y liberación del polipéptido 
no nativo de la pared hacia el espacio encapsulado (paso 2). Después de 


posición cuando se une con distintas parejas. Este hallazgo indica que 
el sitio de unión tiene flexibilidad estructural que le permite adaptar 
su forma a la de un polipéptido particular con el que deba interactuar. 
Varios estudios han sugerido que GroEL hace más que sólo brin- 
dar una cámara pasiva en la que las proteínas puedan plegarse sin inter- 
ferencia exterior. En un estudio, se usó la mutagénesis dirigida a un sitio 
para modificar un residuo clave, Tyr71 de GroES, cuya cadena lateral 
cuelga del techo de la cámara de plegamiento.*? Por su anillo aromáti- 
co, la tirosina tiene un carácter hidrófobo modesto (fig. 2-26). Cuando 
Tyr71 se sustituyó por un aminoácido con carga positiva o negativa, 
el complejo GroEL-GroES variante mostró una mayor capacidad para 
ayudar al plegamiento de un polipéptido ajeno específico, la proteína 
verde fluorescente (GFP). Sin embargo, las sustituciones de Tyr71 que 
mejoran la capacidad de GroES-GroEL para aumentar el plegamiento 
de GFP volvieron a la chaperonina menos competente para ayudar a 
sus sustratos naturales a plegarse. Por tanto, conforme la chaperonina se 
volvió más especializada para interactuar con GFP, perdió su capacidad 
general para auxiliar al plegamiento de proteínas que tenían una estruc- 
tura distinta. Este hallazgo sugiere que los aminoácidos individuales en 
la pared de la cámara de plegamiento podrían participar de alguna for- 
ma en la reacción de plegamiento. Los datos de otro estudio sugirieron 
que la unión de una proteína no nativa con GroEL va seguida de un 
plegamiento forzado de una proteína sustrato.” La transferencia de 
energía de resonancia con fluorescencias (FRET, fluorescence resonance 
energy transfer) es una técnica (descrita en la sección 18.1) que permite 
a los investigadores conocer la distancia entre distintas partes de una 
molécula proteínica en distintos momentos durante un proceso deter- 
minado. En este estudio, los investigadores encontraron que la proteí- 
na en proceso de plegamiento, en este caso Rubisco, unida al dominio 
apical del anillo de GroEL, se encuentra en un estado relativamente 
compacto. La naturaleza compacta de la proteína unida se reveló por 
la proximidad estrecha con otra de las etiquetas de FRET, que estaba 
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unos 15 s, GroES se disocia del complejo y el polipéptido se expulsa de 
la cámara (paso 3). Si el polipéptido ya alcanzó su conformación nativa, 
como en la molécula de la izquierda, el proceso de plegamiento está 
completo. Sin embargo, si el polipéptido sólo está plegado en parte, o 
si está mal plegado, se une de nuevo con la cámara de GroEL para ini- 
ciar otro ciclo de plegamiento. (Noza: como se indica, el mecanismo de 
acción de GroEL se impulsa por la unión e hidrólisis de ATP, una mo- 
lécula rica en energía cuya función se describe con detalle en el capítulo 
siguiente.) (Tomana DE A.L. Horw1cH, ET AL., Proc NaT'L Acan Sci 


USA 96:11037, 1999.) 


unida con aminoácidos situados en extremos opuestos de la cadena de 
Rubisco. Entonces, durante el cambio en la conformación que aumenta 
el volumen de la cavidad de GroEL (fig. 3), la proteína Rubisco unida 
presentó desplegamiento forzado, como lo demuestra el aumento en la 
distancia entre los dos extremos marcados de la molécula. Este estudio 
sugiere que el polipéptido Rubisco regresa por completo a su estado 
desplegado, desde donde tiene oportunidad de plegarse de nuevo desde 
el principio. Esta acción debería ayudar a evitar que la proteína no nativa 
quede atrapada en forma permanente en el estado desplegado. En otras 
palabras, cada visita a la cámara GroEL-GroES representa un intento 
de “todo o nada” para alcanzar el estado nativo, en lugar de ser sólo una 
serie de pasos en la que la proteína se aproxima al estado nativo con cada 
ronda de plegamiento. 

Téngase presente que las chaperonas moleculares no transmiten 
información para el proceso de plegamiento, sino que impiden que las 
proteínas se desvíen de su vía de plegamiento correcto y se encuentren 
en estados mal plegados o agregados. Tal como descubrió Anfinsen hace 
décadas, la estructura tridimensional de una proteína depende de su se- 
cuencia de aminoácidos. 
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SINOPSIS 


Los enlaces covalentes mantienen unidos los átomos para formar 
moléculas. Los enlaces covalentes son asociaciones estables que se 
forman cuando los átomos comparten los electrones de su capa ex- 
terna, de manera que cada uno completa dicha capa. Tales enlaces 
pueden ser simples, dobles o triples, según el número de pares de 
electrones compartidos. Si los átomos componentes comparten 
los electrones de un enlace en forma desigual, el átomo con mayor 
atracción por los electrones (el átomo más electronegativo) porta 
una carga negativa parcial, mientras que el otro porta una carga 
positiva parcial. Las moléculas que carecen de enlaces polarizados 
tienen un carácter no polar, o hidrófobo, que las hace insolubles 
en agua. Las moléculas que tienen enlaces polarizados tienen un 
carácter polar, o hidrofílico, lo que los hace hidrosolubles. Las mo- 
léculas polares con importancia biológica contienen átomos además 


de carbono e hidrógeno, casi siempre O, N, S o P (pág. 32). 


Los enlaces no covalentes se forman por fuerzas de atracción débi- 
les entre regiones con carga positiva y negativa dentro de la misma 
molécula o entre dos moléculas cercanas. Los enlaces no covalentes 
tienen una función clave en el mantenimiento de la estructura de mo- 
léculas biológicas y en la mediación de sus actividades dinámicas. Los 
enlaces no covalentes incluyen enlaces iónicos, enlaces de hidrógeno y 
fuerzas de van der Waals. Los enlaces iónicos se forman entre grupos 


con carga positiva y negativa completas; los enlaces de hidrógeno se 
establecen entre un átomo de hidrógeno con enlace covalente (con 
una carga positiva parcial) y un átomo de nitrógeno u oxígeno unido 
por enlace covalente (con carga negativa parcial); las fuerzas de van 
der Waals se forman entre dos átomos que tienen una carga transi- 
toria por una asimetría momentánea en la distribución de electrones 
alrededor de los átomos. Las moléculas no polares o las porciones 
no polares de moléculas grandes tienden a relacionarse entre sí en 
ambientes acuosos para formar interacciones hidrófobas. Los ejem- 
plos de estos diversos tipos de interacciones no covalentes incluyen la 
relación del DNA y proteínas mediante enlaces iónicos, la relación de 
pares de cadenas de DNA mediante enlaces de hidrógeno y la for- 
mación del centro hidrófobo de las proteínas solubles como resultado 


de las interacciones hidrófobas y fuerzas de van der Waals (pág. 33). 


El agua tiene propiedades únicas de las que depende la vida. Los 
enlaces covalentes que conforman una molécula de agua están muy 
polarizados. Como resultado, el agua es un excelente solvente capaz de 
formar enlaces de hidrógeno con todas las moléculas polares. El agua 
también es un factor determinante de la estructura de las moléculas 
biológicas y los tipos de interacciones en las que pueden participar. El 
pH de una solución es una medida de la concentración de iones hidró- 
geno (o hidronio). La mayor parte de los procesos biológicos es muy 
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sensible al pH porque los cambios en la concentración de iones hidró- 
geno alteran el estado iónico de las moléculas biológicas. Las células 
están protegidas contra las fluctuaciones del pH por amortiguadores, 
compuestos que reaccionan con iones hidrógeno o hidroxilo (pág. 36). 


Los átomos de carbono tienen una función fundamental en la 
formación de moléculas biológicas. Cada átomo de carbono es 
capaz de unirse con cuatro átomos más, incluidos otros átomos de 
carbono. Esta propiedad permite la formación de grandes moléculas 
cuya columna central consiste en una cadena de átomos de carbono. 
Las moléculas que consisten sólo en hidrógeno y carbono se llaman 
hidrocarburos. La mayor parte de las moléculas de importancia bio- 
lógica contienen grupos funcionales que incluyen uno o más átomos 
electronegativos, lo que hace a la molécula más polar, más hidroso- 


luble y más reactiva (pág. 39). 


Las moléculas biológicas pertenecen a cuatro grupos distintos: 
carbohidratos, lípidos, proteínas y ácidos nucleicos. Los carbo- 
hidratos incluyen azúcares simples y moléculas más grandes (po- 
lisacáridos) formadas por monómeros de azúcar. Las funciones 
principales de los carbohidratos son almacenar energía química y 
servir como materiales de construcción duraderos para las estructuras 
biológicas. Los azúcares simples biológicos están formados por una 
columna central de tres a siete átomos de carbono, cada uno uni- 
do con un grupo hidroxilo, salvo uno, que tiene un grupo carbonilo. 
Los azúcares con cinco o más átomos de carbono reaccionan con- 
sigo mismos para formar una molécula en forma de anillo (anular). 
Los átomos de carbono de la columna central del azúcar que están 
unidos con cuatro grupos distintos son sitios de estereoisomerismo, 
generan pares de isómeros que no pueden superponerse. El carbono 
asimétrico más alejado del carbonilo determina si el azúcar es D o L. 
Los azúcares se vinculan entre sí por enlaces glucosídicos para formar 
disacáridos, oligosacáridos y polisacáridos. En los animales, el azúcar 
se almacena sobre todo como el polisacárido ramificado glucógeno, 
que aporta una fuente energética accesible. En las plantas, las reser- 
vas de glucosa se almacenan como almidón, que es una mezcla de 
amilosa no ramificada y amilopectina ramificada. La mayoría de los 
azúcares del glucógeno y el almidón están unidos por enlaces a(1 > 
4). La celulosa es un polisacárido estructural fabricado por células 
vegetales que sirve como componente principal de la pared celular. 
Los monómeros de glucosa en la celulosa están unidos por enlaces 
B(1 > 4), que se dividen por acción de la celulasa, una enzima ausen- 
te en casi todos los animales. La quitina es un polisacárido estructural 
compuesto por monómeros de N-acetilglucosamina (pág. 41). 


Los lípidos son un conjunto diverso de moléculas hidrófobas que 
tienen estructuras y funciones muy diversas. Las grasas consisten en 
una molécula de glicerol esterificado con tres ácidos grasos. Los ácidos 
grasos difieren en longitud de la cadena y la posición de los enlaces 
dobles (sitios de no saturación). Las grasas son muy ricas en energía 
química; 1 g de grasa contiene más del doble de energía que 1 g de 
carbohidrato. Los esteroides son un grupo de lípidos que contienen 
un esqueleto de hidrocarburo de cuatro anillos característico. Los es- 
teroides incluyen el colesterol y muchas hormonas (p. ej., testosterona, 
estrógenos y progesterona) que se sintetizan a partir del colesterol. 
Los fosfolípidos son moléculas de lípidos que contienen un extremo 
hidrófobo y un extremo hidrofílico; tienen una participación central 
en la estructura y función de las membranas celulares (pág. 46). 


Las proteínas son macromoléculas con diversas funciones consti- 
tuidas por aminoácidos unidos por enlaces peptídicos para formar 
cadenas de polipéptidos. En el diverso grupo de las proteínas se in- 


cluyen enzimas, materiales estructurales, receptores de membrana, fac- 
tores reguladores génicos, hormonas, agentes de transporte y anticuer- 
pos. El orden en que los 20 aminoácidos distintos se incorporan en 
una proteína está codificado en la secuencia de nucleótidos del DNA. 
Los 20 aminoácidos comparten una organización estructural común 
consistente en un carbono a unido con un grupo amino, un grupo 
carboxilo y una cadena colateral de estructura variable. En el presente 
esquema, las cadenas laterales se clasifican en cuatro categorías: las 
que tienen carga completa en el pH fisiológico; las polares, pero sin 
carga y capaces de formar enlaces de hidrógeno; las no polares y que 
interactúan mediante las fuerzas de van der Waals, y tres aminoácidos 
(prolina, cisteína y glicina) que tienen propiedades únicas (pág. 49). 


La estructura de una proteína puede describirse en cuatro niveles 
de complejidad creciente. La estructura primaria se describe por la 
secuencia de aminoácidos de un polipéptido; la estructura secunda- 
ria por la forma tridimensional (conformación) de las secciones de 
la columna central del polipéptido; la estructura terciaria por la con- 
formación de todo el polipéptido, y la estructura cuaternaria por la 
disposición de las subunidades, si la proteína consiste en más de una 
cadena polipeptídica. La hélice a y la hoja B plisada son estructuras 
secundarias estables, con la máxima cantidad de enlaces hidrógeno, 
comunes a muchas proteínas. La estructura terciaria de una proteí- 
na es muy compleja y única a cada tipo individual de proteína. La 
mayor parte de las proteínas tienen una forma globular general en la 
que el polipéptido se pliega para formar una molécula compacta en 
la que los residuos específicos tienen una situación estratégica que 
permita a la proteína realizar su función específica. La mayor parte 
de las proteínas consiste en dos o más dominios que mantienen in- 
dependencia estructural y funcional entre sí. Mediante la técnica de 
mutagénesis dirigida a un sitio, los investigadores pueden aprender 
sobre la participación de residuos de aminoácidos específicos me- 
diante sustituciones particulares. En años recientes ha surgido un 
campo nuevo de la proteómica que utiliza tecnologías avanzadas, 
como la espectrometría de masas y la computación de alta velocidad 
para estudiar diversas propiedades de proteínas en forma integral, a 
gran escala. Por ejemplo, se usaron técnicas a gran escala para anali- 
zar las diversas interacciones entre miles de proteínas codificadas por 
el genoma de la mosca de la fruta (pág. 53). 


La información requerida por una cadena polipeptídica para al- 
canzar su conformación nativa está codificada en su estructura 
primaria. Algunas proteínas se pliegan hasta su conformación final 
por sí mismas; otras requieren ayuda de chaperonas inespecíficas, 
que impiden la agregación de intermediarios plegados en forma par- 


cial (pág. 62). 


Los ácidos nucleicos son, sobre todo, moléculas de información 
que consisten en cadenas de monómeros nucleótidos. Cada nu- 
cleótido en una cadena consiste en un azúcar, un fosfato y una base 
nitrogenada. Los nucleótidos están unidos por enlaces entre el grupo 
hidroxilo 3 del azúcar en un nucleótido y el grupo fosfato 5 del 
nucleótido adyacente. Tanto el RNA como el DNA se ensamblan 
con cuatro nucleótidos distintos; los nucleótidos se distinguen por 
sus bases, que pueden ser una pirimidina (citosina o uracilo/timina) 
o una purina (adenina o guanina). El DNA es un ácido nucleico de 
cadena doble y el RNA casi siempre tiene una sola cadena, aunque 
a menudo la cadena está plegada sobre sí misma para formar seccio- 
nes de cadena doble. La información sobre los ácidos nucleicos se 
encuentra codificada en la secuencia específica de nucleótidos que 
constituyen una cadena (pág. 74). 
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11. 


12. 


13. 


14. 


La anemia drepanocítica se produce por la sustitución de un 
ácido glutámico por una valina. ¿Cuál esperaría que fuera el 
efecto si la mutación hubiera colocado una leucina en ese sitio? 
¿Y un ácido aspártico? 

De los aminoácidos glicina, isoleucina y lisina, ¿cuál esperaría 
que fuera el más soluble en una solución acuosa ácida? ¿Cuál 
sería el menos soluble? 


¿Cuántos isómeros estructurales pueden formarse a partir de 
una molécula con fórmula C¿H,,? ¿Y con CH? 


El gliceraldehído es la única aldotriosa de tres carbonos y pue- 
de existir como dos estereoisómeros. ¿Cuál es la estructura de 
la dihidroxiacetona, la única cetotriosa? ¿Cuántos estereoisó- 
meros forma? 


Se sabe que las bacterias cambian los tipos de ácidos grasos 
que producen con las modificaciones en la temperatura de su 
ambiente. ¿Qué tipos de cambios se esperarían en los ácidos 
grasos con el descenso de la temperatura? ¿Por qué este cambio 
tendría utilidad adaptadora? 


En la columna central de un polipéptido —C—C—N—C 
C—N—C—C—NH, identifique los carbonos a. 


¿Cuál de las siguientes declaraciones es verdadera? El aumento 
del pH en una solución 1) suprimiría la disociación de un ácido 
carboxílico, 2) aumentaría la carga de un grupo amino, 3) au- 
mentaría la disociación de un ácido carboxílico, 4) suprimiría la 
carga de un grupo amino. 


¿Cuál de las cuatro clases de aminoácidos tiene cadenas latera- 
les con el mayor potencial para formar enlaces de hidrógeno? 
¿Cuál tiene el mayor potencial para formar enlaces iónicos? ¿E 
interacciones hidrófobas? 


Si las tres enzimas del complejo piruvato deshidrogenasa exis- 
tieran como proteínas separadas y no como un complejo, ¿qué 
efecto tendría esto en la velocidad de las reacciones catalizadas 
por estas enzimas? 


¿Estaría de acuerdo en que ni la ribonucleasa ni la mioglobina 
tienen estructura cuaternaria? ¿Por qué? 


¿Cuántos tripéptidos distintos es posible que existan? ¿Cuán- 
tos extremos carboxilo de cadenas polipeptídicas existen en una 
molécula de hemoglobina? 


Usted aisló un pentapéptido compuesto por cuatro residuos de 
glicina y uno de lisina que se encuentra en el extremo C del 
péptido. Con la información presentada en el pie de la figura 
2-27, si el pK de la cadena lateral de lisina es 10 y el pK del 
grupo carboxilo terminal es 4, ¿cuál es la estructura del péptido 


a un pH de 7? ¿Y a un pH de 12? 


Las cadenas laterales del ácido glutámico (pK 4.3) y la arginina 
(pK 12.5) pueden formar un enlace iónico en ciertas condicio- 
nes. Dibuje las porciones relevantes de las cadenas laterales e 
indique si puede formarse un enlace iónico o no en las siguien- 


tes condiciones: a) pH 4; b) pH 7; c) pH 12; d) pH 13. 


¿Esperaría que una solución rica en sal pudiera desnaturalizar 
la ribonucleasa? ¿Por qué? 


15. 


16. 


17. 


18. 


19. 


20. 


En la sección Perspectiva humana, leyó que 1) las mutaciones 
en el gen PRNP pueden aumentar la probabilidad de que un 
polipéptido se pliegue con una conformación PrP*<, lo que cau- 
sa la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob y 2) que la exposición al 
prión PrP“ puede conducir a una infección que también causa 
CJD. ¿Cómo puede explicar la ocurrencia de casos esporádicos 
raros de la enfermedad que no tienen propensión genética a 
ésta? 


Las personas que nacen con síndrome de Down tienen una 
copia adicional (tercera) del cromosoma 21 en sus células. El 
cromosoma 21 contiene el gen que codifica la proteína APP. 
¿Por qué supone que los individuos con síndrome de Down 
desarrollan enfermedad de Alzheimer a edad temprana? 


En la página 74 se describió cómo la evolución condujo a la 
existencia de familias de proteínas formadas por moléculas re- 
lacionadas con funciones semejantes. También se conocen unos 
cuantos ejemplos en los que proteínas con funciones muy pa- 
recidas tienen estructuras primaria y terciaria sin evidencia de 
relación evolutiva. Por ejemplo, la subtilisina y la tripsina son 
dos enzimas que digieren proteínas (proteasas) que no tienen 
evidencia de homología a pesar de que utilizan el mismo meca- 
nismo para actuar sobre sus sustratos. ¿Cómo puede explicarse 
esta coincidencia? 


¿Estaría de acuerdo con la declaración de que muchas secuen- 
cias distintas de aminoácidos pueden plegarse con la misma 
estructura terciaria básica? ¿Qué datos puede citar como evi- 
dencia de su postura? 


En las palabras de un científico, “La primera pregunta que 
cualquier biólogo estructural hace cuando se le informa que se 
resolvió una estructura (proteína) nueva ya no es ¿cómo se ve?; 
ahora es ¿a qué se parece?” ¿A qué cree que se refirió con esta 
declaración? 


En la sección Perspectiva humana se indicó que las personas 
con artritis que habían tomado ciertos antiinflamatorios no 
esteroideos por un periodo prolongado presentaban menor 
incidencia de enfermedad de Alzheimer, aunque los estudios 
clínicos doble ciego con estos mismos fármacos no muestran 
beneficios en los pacientes en esta enfermedad. Estos hallazgos 
parecieran contradictorios. El primer tipo de estudio se refiere 
a uno retrospectivo en el que los investigadores revisan hechos 
pasados y a partir del cual se establece una correlación en tiem- 
po presente, en este caso la conclusión de que el uso de antiin- 
flamatorios no esteroideos por un periodo prolongado podría 
prevenir el desarrollo de enfermedad de Alzheimer. El segundo 
tipo de estudio se refiere a uno prospectivo, en el que se exami- 
nan resultados futuros con base en un plan experimental para 
administrar un fármaco a ciertos pacientes y placebo a otros. 
¿Puede mencionar una razón por la que estas dos estrategias 
distintas podrían conducir a conclusiones diferentes sobre el 
uso de estos fármacos? 


Bioenergética, enzimas 
y metabolismo 


3.1 Bioenergética 


3.2 Enzimas como catalizadores biológicos 


3.3 Metabolismo 


Perspectiva humana: 


84 


El problema creciente de la 
resistencia a antibióticos 


a interrelación entre estructura y función es evidente en todos los niveles 

de organización biológica, desde el molecular hasta el de individuos. En 

el capítulo previo se explicó que las proteínas tienen una intrincada es- 
tructura tridimensional que depende de la presencia de residuos de aminoácidos es- 
pecíficos en el sitio correcto. En este capítulo se revisa más de cerca cómo su compleja 
arquitectura las dota con la capacidad de aumentar mucho la velocidad de reacciones 
biológicas. Para comprender la forma en que las enzimas pueden lograr estas hazañas, 
es necesario considerar el flujo de energía durante una reacción química, lo que con- 
duce al tema de la termodinámica. Una breve revisión de los principios de la termo- 
dinámica también ayuda a explicar muchos de los procesos celulares que se revisan en 
éste y los capítulos siguientes, incluido el movimiento de iones a través de las mem- 
branas, la síntesis de macromoléculas y el ensamble de redes citoesqueléticas. Como se 
describirá, el análisis termodinámico de un sistema particular revela si los fenómenos 
pueden ocurrir en forma espontánea y de no ser el caso, indican la cantidad de energía 
que una célula debe gastar en el proceso. En la sección final de este capítulo se explica 
cómo se vinculan las reacciones químicas individuales para formar vías metabólicas 
y cómo puede controlarse el flujo de energía y materias primas por ciertas vías. Mi 


Modelo que muestra la superficie de la enzima A”-3-cetosteroide isomerasa con una molécula de 
sustrato (verde) en el sitio activo. El carácter electrostático de la superficie está indicado con color 
(rojo, ácido; azul, básico). (RErMPRESO CON AUTORIZACIÓN A PARTIR DE ZHENG RonG Wu 
ET AL., SCIENCE 276:417, 1997, CORTESÍA DE MICHAEL F. SUMMERS, UNIVERSITY OF 
MARYLAND, BALTIMORE COUNTY; COPYRIGHT 1997 AMERICAN ASSOCIATION FOR THE 
ADVANCEMENT OF SCIENCE.) 
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Una célula viva bulle de actividad. Se ensamblan macromoléculas 
de todo tipo a partir de materias primas, se producen y excretan 
sustancias de desecho, las instrucciones genéticas fluyen del nú- 
cleo al citoplasma, las vesículas se desplazan por las vías secre- 
toras, los iones se bombean a través de las membranas celulares 
y más. Para mantener un nivel tan alto de actividad, una célula 
debe adquirir y gastar energía. El estudio de los diversos tipos 
de transformaciones energéticas que ocurren en los organismos 
vivos se denomina bioenergética. 


Las leyes de la termodinámica 
y el concepto de entropía 


Energía se define como la capacidad para realizar un trabajo. 
La termodinámica es el estudio de los cambios en la energía 
que acompañan a los fenómenos del universo. El texto de las 
páginas siguientes se enfoca en un conjunto de conceptos que 
permite predecir la dirección que tomarán los fenómenos y si es 
necesario o no el aporte de energía para hacer que un fenómeno 
suceda. Sin embargo, las mediciones termodinámicas no ayudan 
a conocer la velocidad con la que ocurrirá un proceso específico 
ni el mecanismo que usa la célula para realizar el proceso. 


La primera ley de la termodinámica La primera ley de la 
termodinámica es la de conservación de energía. Señala que la 
energía no se crea ni se destruye. Sin embargo, la energía puede 
convertirse (por transducción) de una forma a otra. La transduc- 
ción de la energía eléctrica en energía mecánica ocurre cuando se 
conecta un reloj al tomacorriente (fig. 3-14), y la energía química 
se convierte en energía térmica cuando se quema combustible en 
un calentador de aceite. Las células también son capaces de rea- 
lizar la transducción de energía. Como se explica en capítulos ul- 
teriores, la energía química almacenada en ciertas moléculas bio- 
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lógicas, como el ATP, se convierte en energía mecánica cuando 
los organelos se desplazan de un sitio de la célula a otro; en ener- 
gía eléctrica cuando los iones fluyen a través de la membrana, o 
en energía térmica cuando se libera calor durante la contracción 
muscular (fig. 3-15). La transducción energética más importan- 
te en el reino biológico es la conversión de luz solar en energía 
química, el proceso de la fotosíntesis, que aporta el combustible 
que de manera directa o indirecta impulsa las actividades de casi 
todas las formas de vida.* Diversos animales, incluidas las lu- 
ciérnagas y peces luminosos, son capaces de convertir energía 
química de nuevo en luz (fig. 3-10). Sin embargo, sin importar el 
proceso de transducción, la cantidad total de energía en el uni- 
verso permanece constante. 

Para revisar las transformaciones de energía que implican 
materia, es necesario dividir al universo en dos partes: el sistema 
en estudio y el resto del universo, al que se denominará entorno. 
Un sistema puede definirse de varias maneras: puede ser cier- 
to espacio en el universo o una cierta cantidad de materia. Por 
ejemplo, el sistema puede ser una célula viva. Los cambios en la 
energía de un sistema que se producen durante un fenómeno se 
manifiestan de dos maneras: como cambio en el contenido de 
calor del sistema o en la realización de un trabajo. Aunque el 
sistema gane o pierda energía, la primera ley de la termodinámi- 
ca indica que la pérdida o ganancia deben equilibrarse con una 
ganancia o pérdida en el entorno, de manera que la cantidad en 
el universo como un todo permanece constante. La energía del 
sistema se llama energía interna (E) y su cambio durante la trans- 
formación es AE (delta E). Una forma de describir la primera 
ley de la termodinámica es AE = Q — W, donde Q es la energía 
calórica y Wes la energía mecánica. 


1Se conocen varias comunidades de organismos que son independientes de la 
fotosíntesis. Incluyen comunidades que residen en los respiradores hidrotérmicos 
en el fondo del lecho marino y dependen de la energía obtenida por la 
quimiosíntesis bacteriana. 


(a) (b) 


(o) 


FIGURA 3-1 Ejemplos de transducción de energía. (a) Conversión de energía eléctrica en energía mecánica; (4) conversión de energía química en 


mecánica y térmica; (c) conversión de energía química en energía lumínica. 
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Según el proceso, la energía interna del sistema al final pue- 
de ser mayor, igual o menor que la energía interna al principio, 
con base en su relación con su entorno (fig. 3-2). En otras pala- 
bras, AE puede ser positiva, cero o negativa. Considérese que un 
sistema es el contenido de un recipiente de reacción. Mientras 
no haya cambio en la presión o volumen del contenido, no hay 
un trabajo del sistema sobre su entorno ni viceversa. En ese caso, 
la energía interna al final de la transformación será mayor que al 
principio si se absorbe calor, y será menor si se libera calor. Las 
reacciones que pierden calor se llaman exotérmicas, las que ga- 
nan calor se denominan endotérmicas y hay muchas reacciones 
de ambos tipos. Como AE para una reacción particular puede ser 
positiva o negativa, no aporta información sobre la probabilidad 
de que ocurra un fenómeno determinado. A fin de conocer la 
probabilidad de una transformación particular, es necesario con- 
siderar algunos conceptos adicionales. 


Segunda ley de la termodinámica La segunda ley de la 
termodinámica expresa el concepto de que los fenómenos en el 


universo tienen una dirección; tienden a proceder “cuesta abajo” 


de un estado de mayor energía a uno de menor energía. Por tan- 
to, en cualquier transformación energética existe cada vez menor 
disponibilidad de energía para realizar trabajo adicional. Las ro- 
cas caen de los riscos al suelo y una vez en el fondo, su capacidad 
para realizar trabajo adicional es reducida; es muy poco probable 
que se eleven de nuevo a la cima del risco. De igual manera, lo 
normal es que las cargas contrarias se atraigan, no se separen, 
y el calor fluye de un cuerpo más caliente a uno más frío, no 
a la inversa. Se dice que estos fenómenos son espontáneos, un 
término que indica que son favorables desde el punto de vista 
termodinámico y pueden ocurrir sin el aporte de energía externa. 
En un principio, el concepto de la segunda ley de la termo- 
dinámica se formuló para máquinas calóricas y la ley implicaba 
la idea de que es termodinámicamente imposible construir una 
máquina de movimiento perpetuo. En otras palabras, es impo- 


(a) (b) 


sible que una máquina sea 100% eficiente, que sería lo necesa- 
rio para continuar su funcionamiento sin el aporte de energía 
externa. Es inevitable que se pierda parte de la energía cuando 
la máquina realiza su actividad. Existe una relación similar para 
los organismos vivos. Por ejemplo, cuando una jirafa ramonea 
las hojas de un árbol o un león acecha a la jirafa, gran parte de 
la energía química del alimento nunca queda disponible para el 
animal que lo ingiere. 

La pérdida de energía disponible durante un proceso es 
resultado de una tendencia a la aleatoriedad, o desorden, del 
universo a aumentar cada vez que existe una transferencia ener- 
gética. Este aumento en el desorden se mide mediante el térmi- 
no entropía, y la pérdida de energía disponible es igual a TAS, 
donde AS es el cambio en la entropía entre los estados inicial y 
final. La entropía se relaciona con los movimientos aleatorios de 
las partículas de la materia, que como son al azar es imposible 
hacer que realicen un proceso de trabajo dirigido. De acuerdo con 
la segunda ley de la termodinámica, cada fenómeno se acompaña 
de un aumento en la entropía del universo. Por ejemplo, cuan- 
do se deja caer un cubo de azúcar en una taza de agua caliente, 
existe un desplazamiento espontáneo de moléculas de un estado 
ordenado en el cristal a una condición mucho más desordenada, 
cuando las moléculas de azúcar se dispersan en toda la solución 
(fig. 3-34). Conforme las moléculas del cubo de azúcar se disuel- 
ven en la solución, aumenta su libertad de movimiento, al igual 
que la entropía del sistema. El cambio de un estado concentrado 
a uno disperso se debe a los movimientos aleatorios de las mo- 
léculas. Al final, las moléculas de azúcar se dispersan por igual 
en todo el volumen disponible porque el estado de distribución 
uniforme es el estado más probable. 

Otro ejemplo de aumento en la entropía es la liberación 
de calor por la oxidación de glucosa dentro de una célula o por 
la fricción generada cuando la sangre fluye por un vaso. La li- 
beración de energía térmica de los organismos vivos aumenta 
la velocidad de los movimientos aleatorios de los átomos y las 


FIGURA 3-2 Un cambio en la energía 
interna de un sistema. En este ejem- 
plo, el sistema se definirá como una hoja 
particular de una planta. (a) Durante el 
día, absorbe la luz solar mediante los 
pigmentos fotosintéticos en los cloro- 
plastos de la hoja y se usa para convertir 
CO, en carbohidratos, como la molécula 
de glucosa que se muestra en el dibujo 
(que luego se incorpora a sacarosa o al- 
midón). Conforme la célula absorbe luz, 
su energía interna aumenta; la energía 
presente en el resto del universo debe 
disminuir. (4) Por la noche, la relación 
energética entre la célula y sus alrede- 
dores se invierte cuando se oxidan hasta 
CO, los carbohidratos producidos du- 
rante el día en las mitocondrias y se usa 
la energía para realizar las actividades 
nocturnas de la planta. 


(b) 


FIGURA 3-3 Fenómenos que se acompañan por un aumento en la en- 
tropía del universo. (1) Un cubo de azúcar contiene moléculas de sa- 
carosa en una disposición muy ordenada, con libertad de movimiento 
restringida. Conforme el cubo se disuelve, aumenta mucho la libertad de 
movimiento de las moléculas de sacarosa y su movimiento aleatorio hace 
que se distribuyan de manera uniforme en todo el espacio disponible. 
Una vez que esto ocurre, no habrá más tendencia a la redistribución, y la 
entropía del sistema llega a su máximo. (4) Las moléculas de azúcar que 
se dispersan al azar en una solución pueden regresar a su estado ordena- 
do, pero sólo si se aumenta la entropía de sus alrededores, como ocurre 
cuando las moléculas ordenadas de agua de la fase líquida se desordenan 
después de la evaporación. 


moléculas, no puede redirigirse para realizar trabajo adicional. 
Conforme aumenta la energía de los movimientos moleculares 
y atómicos con la temperatura, también crece la entropía. Sólo a 
una temperatura de cero absoluto (0”K) cesan todos los movi- 
mientos y la entropía es cero. 

Como ocurre con otros fenómenos espontáneos, es preci- 
so distinguir entre el sistema y su entorno. La segunda ley de 
la termodinámica indica sólo que la entropía total del universo 
debe aumentar; el desorden en una parte del universo (el siste- 
ma) puede disminuir con un costo mayor para el entorno. El 
azúcar disuelta de la figura 3-34 puede disminuir en entropía; 
puede cristalizarse si se evapora el agua (fig. 3-30). Sin embargo, 
la consecuencia de este proceso es un aumento todavía mayor de la 
entropía en el entorno. La mayor libertad de movimiento de las 
moléculas de agua en la fase gaseosa equilibra de más la disminu- 
ción de libertad de las moléculas en los cristales de azúcar. 

La vida opera con un principio similar. Los organismos vi- 
vos son capaces de disminuir su propia entropía mediante el au- 
mento de la entropía de su ambiente. La entropía disminuye en 
un organismo cuando las moléculas relativamente simples, como 
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los aminoácidos, se ordenan en moléculas más complejas, como 
la proteína mioglobina de una célula muscular. Sin embargo, para 
que esto ocurra debe aumentar la entropía en el ambiente, lo 
que se logra cuando moléculas complejas y ordenadas, como el 
glucógeno almacenado en el hígado o el tejido muscular, se con- 
vierten en calor y compuestos más pequeños y menos ordenados 
(como CO, y H,O) que se liberan al ambiente. Esta caracterís- 
tica del metabolismo es la que permite que los organismos vivos 
mantengan un estado tan ordenado e improbable, al menos por 
cierto tiempo. 

Otra medida del estado energético de un organismo vivo se 
obtiene de la información contenida en sus macromoléculas. La 
información es un tema difícil de definir, pero fácil de recono- 
cer. La información puede medirse en términos de la disposición 
ordenada de las subunidades de una estructura. Por ejemplo, las 
proteínas y ácidos nucleicos, cuya secuencia lineal específica de 
las subunidades es muy ordenada, son bajos en entropía y altos en 
contenido de información. El mantenimiento de un estado con 
alto contenido de información (entropía baja) requiere el aporte 
de energía. Considérese sólo una molécula de DNA situada en la 
célula del hígado. La célula tiene docenas de proteínas distintas 
cuya única tarea es vigilar al DNA, buscar daño y repararlo (se 
describe en la sección 13.2). El daño en los nucleótidos de una 
célula activa puede ser tan grande, que sin este gasto de energía 
el contenido de información del DNA se deterioraría en poco 
tiempo. Los organismos más capaces de disminuir la velocidad 
del aumento inevitable de la entropía tienen vidas más prolon- 


gadas (pág. 34). 


Energía libre 


En conjunto, la primera y segunda leyes de la termodinámica 
indican que la energía del universo es constante, pero que la en- 
tropía continúa en aumento hacia un máximo. El químico es- 
tadounidense J. Willard Gibbs combinó en 1878 los conceptos 
inherentes a las primeras dos leyes en la expresión AH = AG + 
TAS, donde AG (delta G) es el cambio en la energía libre, o sea 
el cambio durante un proceso en la energía disponible para rea- 
lizar un trabajo; AH es el cambio en la entalpía o contenido total 
de energía del sistema (equivalente a AE para los propósitos aquí 
descritos), T'es la temperatura absoluta (K = °C + 273), y AS 
es el cambio en la entropía del sistema. La ecuación señala que 
el cambio energético total es igual a la suma de los cambios en la 
energía útil (AG) y la energía que no está disponible para realizar 
trabajo adicional (TAS). 

Cuando se sustituye y se escribe como AG = AH — TAS, 
la ecuación proporciona una medida de la espontaneidad de un 
proceso particular. Permite predecir la dirección en la que avan- 
zará un proceso y la magnitud con la que ocurrirá. Todas las 
transformaciones energéticas espontáneas deben tener un AG ne- 
gativo; o sea, el proceso debe avanzar hacia un estado con menor 
energía libre. La magnitud de AG indica la cantidad máxima 
de energía que puede obtenerse para usarla en otro proceso, pero 
no aporta información sobre la velocidad con la que se produce 
el proceso. Los procesos que pueden ocurrir en forma espon- 
tánea, o sea los que están favorecidos desde el punto de vista 
termodinámico (tienen —AG), se denominan exergónicos. Por 
el contrario, sila AG para un proceso determinado es positiva, no 
puede ocurrir en forma espontánea. Estos procesos son termo- 
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FIGURA 3-4 Cuando el agua se congela, su entropía disminuye porque 
las moléculas de agua en el hielo se encuentran en un estado más or- 
denado, con menor libertad de movimiento que en estado líquido. El 
descenso en la entropía resulta muy aparente en la formación de un 
copo de nieve. (O NurIDsANY AND PERENNOU/PHOTO RESEARCHERS.) 


dinámicamente desfavorables y se llaman endergónicos. Como 
se describirá, las reacciones endergónicas pueden inducirse si se 
acoplan con procesos liberadores de energía. 

Los signos de AH y AS para una transformación determi- 
nada pueden ser positivos o negativos, según la relación entre el 
sistema y su entorno. (Por tanto, AH será positiva si el sistema 
gana calor, negativa si éste pierde calor; ÁS será positiva si el 
sistema se vuelve más desordenado y negativa si se vuelve más 
ordenado.) La relación contraria entre AH y AS se ilustra por la 
transformación de hielo-agua. La conversión de agua del estado 
líquido al sólido se acompaña de un descenso en la entropía (AS 
negativa, como se ilustra en la figura 3-4) y un descenso en la 
entalpía (AH es negativa). Para que esta transformación ocurra 
(o sea, para que AG sea negativa), AH debe ser más negativa que 
TAS, una condición que sólo ocurre debajo de 0°C. Esta relación 
puede verse en el cuadro 3-1, que presenta los valores para los 
diferentes términos si un mol de agua se convirtiera en hielo a 
10°C, 0°C o —10*C. En todos los casos, sin importar la tempe- 
ratura, el nivel de energía del hielo es menor que el del líquido 
(la AH es negativa). Sin embargo, mientras mayor sea la tempe- 
ratura, el término entropía de la ecuación (TAS) es más negativo 
que el término entalpía; por lo tanto, el cambio de energía libre 
es positivo y el proceso no puede ocurrir en forma espontánea. A 
0°C, el sistema está en equilibrio; a —10°C se favorece el proceso 
de solidificación, o sea que AG es negativa. 


Cambios de energía libre en las reacciones químicas 
Ahora que se explicó el concepto de energía libre en términos 
generales, puede aplicarse la información a las reacciones quími- 
cas dentro de la célula. Todas las reacciones químicas en la célula 
son reversibles y por tanto, se deben considerar dos reacciones 
simultáneas, una en un sentido y la otra en sentido inverso. De 
acuerdo con la ley de acción de masa, la velocidad de la reacción 


CUADRO 3-1 Termodinámica de la transformación 
de hielo y agua 


Temp. AE AH AS TAS AG 
(°C)  (cal/mol) (cal/mol) (cal/mol + °C) (cal/mol) (cal/mol) 
-10 1 343 1 343 4.9 -1292 =51 

0 1436 1436 =5.2 1436 0 
+10 1529 1529 =5.6 1583 +54 


Fuente: 1. M. Klotz, Energy in Biochemical Reactions, Academic Press, 1967. 


es proporcional a la concentración de los reactivos. Por ejemplo, 
considérese la siguiente reacción: 


A+B=C+D 


La velocidad de la reacción hacia delante es directamente pro- 
porcional al producto de las concentraciones molares de A y B. 
La velocidad de la expresión en ese sentido puede expresarse 
como 4,[A][B], donde %, es una constante de velocidad para la 
reacción hacia delante. La velocidad de la reacción en sentido 
inverso ligeramente es igual a 4,[C][D]. Sin embargo, todas las 
reacciones químicas avanzan despacio hacia un estado de equili- 
brio, o sea hasta un punto en el que las velocidades de reacciones 
en uno y otro sentido son iguales. En el estado de equilibrio, la 
cantidad de moléculas A y B que se convierten en moléculas C y 
D por unidad de tiempo es la misma que las formadas a partir de 
éstas. Por lo tanto, en equilibrio, 


k [A][B] = 2,[C][D] 


que puede sustituirse en 


En otras palabras, en equilibrio existe una proporción predeci- 
ble entre la concentración de productos y la concentración de 
reactivos. Esta proporción, que es igual a 4,/%,, se conoce como 
constante de equilibrio, K; 

La constante de equilibrio permite predecir la dirección 
(adelante o en sentido inverso) en la que se favorece la reacción 
en un conjunto determinado de condiciones. Supóngase por 
ejemplo que se estudia la reacción previa y recién se mezclaron 
los cuatro componentes (A, B, C, D), de manera que cada uno 
está presente en una concentración inicial de 0.5 M. 


[C][D] _ [0.5][0.5] 


ÍAJIB] ~ [0.5105] * 


La dirección en la que ocurrirá esta ecuación depende de la cons- 

tante de equilibrio. Si la K__ es mayor de 1, la reacción procederá 
. . a ., 

a mayor velocidad hacia la formación de los productos C y D que 

en sentido inverso. Por ejemplo, si la K es 9.0, la concentración 

de reactivos y productos en equilibrio en esta mezcla de reacción 

particular será 0.25 M y 0.75 M, respectivamente. 


[C][D]  [0.75][0.75] 


[AJIB] ~ [02511025]? 


Por otro lado, si la K_ es menor de 1, la reacción inversa pro- 
cederá a mayor velocidad que la reacción hacia delante, por lo 
que la concentración de A y B se elevará a expensas de C y D. 
Con base en estos puntos, se deduce que la dirección neta en la 


que procede la reacción en cualquier momento depende de las 
concentraciones relativas de todas las moléculas participantes y 
puede predecirse con base en la K. 

Ahora, se regresará al tema de la energética. La proporción 
entre reactivos y productos presentes en equilibrio depende de 
los niveles relativos de energía libre de los reactivos y los pro- 
ductos. Mientras la energía libre total de los reactivos sea mayor 
que la de los productos, la AG tiene un valor negativo y la ecua- 
ción procede en sentido de la formación de productos. Mientras 
mayor sea la AG, más lejos está la reacción del equilibrio y más 
trabajo puede realizar el sistema. Conforme la reacción avanza, 
la diferencia en el contenido de energía libre entre los reactivos 
y los productos disminuye (AG se vuelve menos negativa), hasta 
que al llegar al equilibrio, la diferencia es cero (AG = 0) y ya no 
puede obtenerse trabajo. 

Como la AG para una reacción determinada depende de la 
mezcla de reacción presente en un momento determinado, no 
es un término útil para comparar la energética de varias reac- 
ciones. Para colocar las reacciones en bases comparables y poder 
hacer varios tipos de cálculos, se adoptó una convención para 
considerar el cambio en la energía libre que ocurre durante una 
reacción en un conjunto de condiciones estándar. Para reacciones 
bioquímicas, las condiciones se establecieron de manera arbitra- 
ria en 25°C (298"K) y 1 atmósfera (atm) de presión, con todos 
los reactivos y productos en concentración de 1.0 M, excepto por 
el agua, que está presente en 55.6 M, y H* a 107 M (pH 7.0).? 
El cambio de energía libre estándar (AG””) describe la energía 
libre emitida cuando los reactivos se convierten en productos 
en estas condiciones estándar. Debe tenerse en mente que en la 
célula no existen condiciones estándar y por tanto, hay que ser 
cauteloso para usar los valores de las diferencias de energía libre 
estándar en los cálculos de energética celular. 

La relación entre la constante de equilibrio y el cambio de 
energía libre estándar se expresa en la ecuación 


AG"=-RTInK., 


Cuando el logaritmo natural (In) se convierte en logaritmo base 
10 (log), la ecuación cambia a 


AG” = -2,303RT log K' 
eq 


donde R es la constante de gas (1.987 cal/mol + K) y Tes la tem- 
peratura absoluta (298"K).* Recuérdese que el logaritmo de 1.0 
es cero. Por consiguiente, con base en la ecuación previa puede 
deducirse que las reacciones que tienen constantes de equilibrio 
mayores de 1.0 tienen valores de AG” negativos lo que indica 
que pueden ocurrir en forma espontánea en condiciones estándar. 
Las reacciones que tienen constantes de equilibrio menores de 
1 tienen valores de AG” positivos y no pueden ocurrir en forma 
espontánea en condiciones estándar. En otras palabras, cuando 
la reacción se escribe de la siguiente manera A + B =C + D, 
si AG” es negativa, la reacción procederá a la derecha cuando los 
reactivos y productos están presentes en concentración 1.0 M en 


2AG” indica que las condiciones estándar incluyen pH 7, mientras que AG” indica 
condiciones estándar en 1.0 M H* (pH 0.0). La designación Ka también 
indica una mezcla de reacción con pH 7. 


3El lado derecho de esta ecuación equivale a la cantidad de energía libre perdida 
conforme avanza la reacción de las condiciones estándar al equilibrio. 


3.1 BIOENERGÉTICA 89 


CUADRO 3-2 Relación entre AG” y Ki, a 25°C 


AG” 
Koa (kcal/mol) 
10% 8.2 
10* =55 
10? =2A 
10! —1.4 
10° 0.0 
10? 1.4 
10? 2.7 
107 5.5 
1075 8.2 


un pH de 7. Mientras mayor sea el valor negativo, más lejos a la 
derecha procederá la reacción antes de llegar al equilibrio. En las 
mismas condiciones, si AG” es positiva, la reacción procederá a 
la izquierda; o sea, se favorece la reacción en sentido inverso. La 
relación entre AG” y K’ se muestra en el cuadro 3-2. 


Cambios en la energía libre en las reacciones metabó- 
licas Una de las reacciones químicas más importantes en la 


célula es la hidrólisis del ATP (fig. 3-5). En la reacción 
ATP + H,O > ADP + P, 


la diferencia de energía libre estándar entre los productos y 
reactivos es —7.3 kcal/mol. Con base en esta información, es 
evidente que la hidrólisis del ATP es una reacción muy favora- 
ble (exergónica); o sea, que tiende hacia una proporción [ADP]/ 
[ATP] alta en equilibrio. Existen varias razones por las que esta 
reacción es tan favorable, una de las cuales es evidente en la figu- 
ra 3-5. La repulsión electrostática creada por cuatro cargas ne- 
gativas muy próximas en ATP* se alivia en forma parcial con la 
formación de ADPY*”, 

Es importante tener presente la diferencia entre AG y AG”. 
La AG” es un valor fijo para una reacción determinada e indica 
la dirección en que la reacción procedería si el sistema estuvie- 
ra en condiciones estándar. Como las condiciones estándar no 
prevalecen dentro de una célula, los valores de AG” no pueden 
usarse para predecir la dirección en la que ocurre una reacción 
particular en un momento determinado dentro de un compar- 
timiento celular específico. Para hacerlo, debe conocerse la AG, 
que se determina con base en las concentraciones de los reactivos 
y los productos presentes en el momento. A 25°C 


AG = AG” + 2.303RTlog HDI 


AG = AG” + 2.303(1.987 cal/mol - °K)(298°K) 


log LEJIP] 
8 TAJ[B] 
AG = AG” + (1.4 kcal/mol) log Sm 


donde [A], [B], [C] y [D] son las concentraciones reales al mo- 
mento. El cálculo de AG revela la dirección en la que ocurre la 
reacción en la célula y que tan cerca está del equilibrio la reacción 
particular en cuestión. Por ejemplo, las concentraciones típicas 
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FIGURA 3-5 Hidrólisis del ATP. El trifosfato de adenosina (ATP) se 
hidroliza como parte de muchos procesos bioquímicos. En la mayor 
parte de las reacciones, como se muestra aquí, el ATP se hidroliza hasta 
ADP y fosfato inorgánico (P,), pero en algunos casos (no mostrados) 


de los reactivos y los productos en la reacción para hidrólisis de 
ATP podrían ser [ATP] = 10 mM; [ADP] = 1 mM; [P] = 10 


1 
mM. Si se sustituyen estos valores en la ecuación, 


P [ADP][P] 

= +2. pe, e 
AG = AG”+ 2.303RTlog gp 

EO 

g= akaa (14 kaiii S A 


[107] 
AG = -7.3 kcal/mol + (1.4 kcal/mol) (-3) 
AG = —11.5 kcal/mol (o —46.2 kJ/mol) 


Por tanto, aunque la AG” para la hidrólisis del ATP es —7.3 kcal/ 
mol, la AG típica en la célula para esta reacción es cercana a 
—12 kcal/mol porque la célula mantiene una proporción [AT'P]/ 
[ADP] alta. 

Las células realizan muchas funciones con valores de AG” 
positivos porque tienen concentraciones relativas de reactivos y 
productos en favor del progreso de las reacciones. Esto puede 
ocurrir de dos maneras. La primera ilustra la importante dife- 
rencia entre AGy AG”, la segunda revela la forma en que las 
reacciones con valores positivos de AG” pueden impulsarse en la 
célula mediante el aporte de energía química almacenada. 

Considérese la reacción de la glucólisis (fig. 3-24) en la que 
el fosfato de dihidroxiacetona se convierte en 3-fosfato de glice- 
raldehído. La AG” para esta reacción es +1.8 kcal/mol, pero en 
la célula ocurre la formación del producto de esta reacción. La 
reacción ocurre porque otras reacciones celulares mantienen la 
proporción entre reactivo y producto por arriba de la definida por 
la constante de equilibrio. Mientras se mantenga esta condición, 
la AGserá negativa y la reacción continuará en forma espontánea 
en la dirección de la síntesis de 3-fosfato de gliceraldehído. Esto 
resalta una característica importante del metabolismo celular, el 
que las reacciones específicas no pueden considerarse de manera 
independiente, como si ocurrieran aisladas en un tubo de ensayo. 
Cientos de reacciones ocurren al mismo tiempo en una célula. 
Todas éstas se interrelacionan porque el producto de una reac- 


Fosfato inorgánico (P) 


se hidroliza a AMP, un compuesto que sólo tiene un grupo fosfato, y 
pirofosfato (PP). Estas dos reacciones tienen la misma AG” de —7.3 
kcal/mol (—30.5 kJ/mol). 


ción se convierte en el reactivo de la siguiente en la secuencia, y 
así por una vía metabólica hacia la siguiente. Para mantener la 
producción de 3-fosfato de gliceraldehído a expensas de fosfato 
de dihidroxiacetona, la reacción se sitúa dentro de una vía meta- 
bólica, de manera que el producto se retire mediante la siguiente 
reacción a una velocidad suficiente para mantener una propor- 
ción favorable en las concentraciones de estas dos moléculas. 


Acoplamiento de reacciones endergónicas y exergóni- 
cas Las reacciones con grandes valores positivos de AG” casi 
siempre son impulsadas por el aporte de energía. Considérese la 
formación del aminoácido glutamina a partir del ácido glutámi- 
co por acción de la enzima glutamina sintetasa: 


Ácido glutámico + NH, > 
glutamina AG” = +3.4 kcal/mol 


Esta reacción endergónica ocurre en la célula porque el ácido 
glutámico en realidad se convierte en glutamina en dos reaccio- 
nes secuenciales, ambas exergónicas: 


1% reacción: ácido glutámico + ATP > 
glutamil fosfato + ADP 


22 reacción: glutamil fosfato + NH, > 
glutamina + P, 


Reacción general: ácido glutámico + ATP + NH, > 
glutamina + ADP + P, 
AG” = —3.9 kcal/mol 


Se dice que la formación de glutamina está acoplada con la hi- 
drólisis de ATP. Mientras la AG para la hidrólisis de ATP sea 
más negativa de lo que la AGes negativa para la síntesis de glu- 
tamina a partir de ácido glutámico, la reacción “cuesta abajo” de 
hidrólisis del ATP puede usarse para impulsar la síntesis “cuesta 
arriba” de la glutamina. Para acoplar dos reacciones químicas, el 
producto de la primera reacción se convierte en reactivo de la 
segunda. El puente entre ambas reacciones, el glutamil fosfato en 


este caso, se llama intermediario común. En esencia, lo que ocurre 
es que la hidrólisis exergónica de ATP ocurre en dos pasos. En el 
primero, el ácido glutámico actúa como aceptor del grupo fosfa- 
to, que desplaza el NH, en el segundo paso. 

La hidrólisis del ATP puede usarse en la célula para impul- 
sar reacciones que conducen a la formación de moléculas como 
glutamina porque las concentraciones de ATP se mantienen en 
cifras mucho más altas (en relación con las de ADP) de lo que 
estarían en equilibrio. Esto puede demostrarse con el cálculo si- 
guiente. Como se indicó antes, una concentración celular típica 
de P, sería 10 mM. Para calcular la proporción de equilibrio de 
[ATP]/[ADP] en estas condiciones, puede establecerse la AG en 
el valor de equilibrio de O y resolver la siguiente ecuación (toma- 


da de la pág. 89) para [ADP]/[ATP]: 


. [ADP][P ] 
= AG” + (1. ATP 
AG = AG” + (1.4 kcal/mol) log [ATP] 
-2 
0 = -7.3 kcal/mol + (1.4 kcal/mol) log AH 
p [ADP] 
= —7.3 kcal/mol + (1.4 kcal/mol) |log 107? + log === 
0 7.3 cal/mo ( cal/mol) og 0 og Sm 
[ADP] 


+7.3 kcal/mol = (1.4 kcal/mol) (—2) + (1.4 kcal/mol) log [ATP] 


[ADP] _ 10.1 kcal/mol _ 


log Am] Idka > 
[ADP] : 


Por tanto, se esperaría que en equilibrio la concentración de 
ADP fuera más de 10” veces la de ATP, pero en realidad las 
concentraciones de ATP en la mayoría de las células son 10 a 100 
veces más altas que las de ADP. Este es un punto crucial porque 
son las concentraciones relativas de ATP y ADP lo que importa. 
Si una célula contuviera una mezcla en equilibrio de ATP, ADP 
y P,, no importaría la cantidad de ATP presente, la célula no 
tendría capacidad para realizar un trabajo. 

La hidrólisis de ATP se usa para impulsar la mayoría de los 
procesos endergónicos en la célula, incluidas reacciones quími- 
cas como la recién descrita, la separación de carga a través de la 
membrana, la concentración de un soluto, el movimiento de fila- 
mentos en una célula muscular y las propiedades de las proteínas 
(fig. 3-6). El ATP puede usarse para procesos tan diversos por- 
que su grupo fosfato terminal puede transferirse a diversos tipos 
de moléculas, incluidos aminoácidos, azúcares, lípidos y proteí- 
nas. En la mayoría de las reacciones acopladas, el grupo fosfato 
se transfiere en un paso inicial de ATP a uno de estos aceptores 
y luego se retira en un segundo paso (un ejemplo en la fig. 4-46). 


Equilibrio o metabolismo en estado estable Como las 
reacciones tienden al equilibrio, la energía libre disponible para 
realizar un trabajo disminuye hacia un mínimo y la entropía 
aumenta hacia un máximo. Por tanto, mientras más alejada se 
mantenga la reacción del estado de equilibrio, menos se pierde su 
capacidad para realizar un trabajo por el aumento en la entropía. 
En esencia, el metabolismo celular es un metabolismo sin equili- 
brio; o sea, se caracteriza por proporciones no equilibradas entre 
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Ácido glutámico + NH, =2——— Glutamina 
Ácido glutámico + ATP + NH3 ————= Glutamina + ADP + P, 
(c) 


(e) 


FIGURA 3-6 Unas cuantas funciones de la hidrólisis de ATP. En la cé- 
lula, el ATP puede usarse para (a) separar una carga a través de la mem- 
brana; (4) concentrar un soluto particular dentro de la célula; (c) impulsar 
una reacción química por lo demás desfavorable; (4) deslizar unos fila- 
mentos sobre otros como ocurre durante el acortamiento de una célula 
muscular; (e) donar un grupo fosfato a una proteína, con lo que cambian 
sus propiedades y se obtiene la respuesta deseada. En este caso, los grupos 
fosfato agregados sirven como sitios de unión para otras proteínas. 


productos y reactivos. Esto no significa que algunas reacciones 
no ocurran en o cerca de las células en estado de equilibrio. En 
realidad, muchas de las reacciones de una vía metabólica pueden 
estar cerca del equilibrio (fig. 3-25). Sin embargo, al menos una 
o muchas veces varias reacciones de la vía están lejos del equi- 
librio, lo que las hace irreversibles. Éstas son las reacciones que 
mantienen el avance de la vía en un solo sentido; también son 
las reacciones que son sujeto de regulación celular porque el flujo 
de materiales a través de toda la vía puede aumentar o disminuir 
mucho por la estimulación o inhibición de la actividad de las 
enzimas que catalizan tales reacciones. 

Los principios básicos de la termodinámica se formularon 
con sistemas no vivos cerrados (sin intercambio de materia entre 
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el sistema y su entorno) en condiciones reversibles de equilibrio. 
Las características únicas del metabolismo celular requieren una 
perspectiva distinta. El metabolismo celular puede mantenerse 
en condiciones irreversibles de no equilibrio porque a diferencia 
del ambiente dentro de un tubo de ensayo, la célula es un siste- 
ma abierto. Los materiales y la energía fluyen en forma continua 
hacia la célula desde la corriente sanguínea o el medio de cultivo. 
La magnitud de este aporte del exterior hacia la célula se vuelve 
aparente con tan sólo detener la respiración. Minuto a minuto, 
el ser humano depende de una fuente externa de oxígeno porque 
éste es un reactivo muy importante en el metabolismo celular. 
El flujo continuo de oxígeno y otros materiales hacia y desde las 
células permite que el metabolismo celular se encuentre en un 
estado estable (fig. 3-7). En dicho estado, las concentraciones 
de reactivos y productos permanecen relativamente constantes, 
aunque las reacciones individuales no siempre están en equili- 
brio. Esto no significa que las concentraciones de los metabo- 
litos celulares no cambian. Las células son capaces de ajustarse 
en forma continua a la concentración de sustancias clave como 
respuesta a las condiciones cambiantes. Un incremento o caída 
en el nivel de sustancias reguladoras, como la hormona insulina 


Estado estable 


ADP ATP 
Estado estable 


Equilibrio 


ADP ATP 
Equilibrio 


FIGURA 3-7 Estado estable frente a equilibrio. (a) Mientras esta ameba 
pueda captar nutrientes del exterior, puede obtener la energía necesaria 
para mantener las concentraciones de compuestos en un estado estable, 
el cual puede estar alejado del equilibrio. Las concentraciones de ATP y 
ADP en estado estable se indican con los puntos coloreados y el histo- 
grama. (9) Cuando la ameba muere, las concentraciones de ATP y ADP 
(así como otros compuestos bioquímicos) se desplazan hasta alcanzar 
sus proporciones de equilibrio. 


por ejemplo, pueden causar aumento o descenso drásticos en la 
producción de azúcares, aminoácidos o grasas. En otras palabras, 
las células existen en un estado de desequilibrio dinámico, en el 
que las velocidades de las reacciones hacia delante y en sentido 
inverso pueden aumentar o disminuir al instante como respuesta 
a las condiciones cambiantes. 


REVISIÓN 


1. Describa las diferencias entre la primera y la segunda 
leyes de la termodinámica y cómo al considerarlas 
juntas pueden describir la dirección de los fenómenos 
que ocurren en el universo. 

2. ¿De qué manera el mantenimiento del estado vivo 
ordenado es consistente con la segunda ley de la 
termodinámica? 

3. Describa dos ejemplos en los que la entropía de un 

sistema disminuye y dos ejemplos en los que la entropía 

de un sistema aumenta. 

Revise las diferencias entre AG y AG”; entre las 

velocidades relativas de las reacciones hacia delante y en 

sentido inverso cuando AG es negativa, cero o positiva. 

¿Cuál es la relación entre AG” y K”, ? ¿Cómo puede una 

célula llevar a cabo una reacción con AG” positiva? 

5. ¿Cómo es posible que una célula mantenga una 
proporción [ATP]/[ADP] mayor de uno? ¿En qué 
difiere esta proporción de la esperada en equilibrio? 

6. ¿Por qué no se forma hielo a una temperatura mayor de 


YC? 


P 
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Al final del siglo xix había un debate acerca de si el proceso 
de formación de etanol requería la presencia o no de células de 
levadura intactas. En un lado del debate estaba el químico or- 
gánico Justus von Liebig, que argumentaba que las reacciones 
de fermentación que producían alcohol no eran distintas a los 
tipos de reacciones orgánicas que se habían estudiado en el tubo 
de ensayo. En el otro lado estaba el biólogo Louis Pasteur, quien 
argumentaba que el proceso de fermentación sólo podía ocurrir 
en los confines de una célula viva, intacta y muy organizada. 

En 1897, dos años después de la muerte de Pasteur, Hans 
Búchner, un bacteriólogo, y su hermano Eduard, un químico, pre- 
paraban “jugo de levadura”, un extracto preparado con células de 
levadura trituradas con granos de arena que luego se pasaba por 
papel filtro. Deseaban conservar el jugo de levadura para usarlo 
más tarde. Después de intentar conservar el extracto con anti- 
sépticos y no lograrlo, trataron de impedir la descomposición de 
la preparación con la adición de azúcar, el mismo procedimiento 
usado para conservar mermeladas y jaleas. En lugar de conservar 
la solución, el jugo de levadura produjo gas con el azúcar y bur- 
bujeó en forma continua durante días. Después de un análisis 
adicional, Eduard descubrió que la fermentación producía etanol 
y burbujas de dióxido de carbono. Büchner había mostrado que la 
fermentación no requería la presencia de células intactas. 

Sin embargo, pronto se encontró que la fermentación era 
muy distinta a los tipos de reacciones que realizan los químicos 


orgánicos. La fermentación necesitaba la presencia de un con- 
junto único de catalizadores que no tenía contraparte en el mun- 
do inanimado. Estos catalizadores se llamaron enzimas (por el 
término griego “en levaduras”). Las enzimas son los mediadores 
del metabolismo, causantes de todas las reacciones que ocurren 
en la célula. Sin las enzimas, las reacciones metabólicas serían tan 
lentas que se volverían imperceptibles. 

La primera evidencia de que las enzimas son proteínas 
la obtuvo James Sumner de Cornell University en 1926 cuan- 
do cristalizó la enzima ureasa de las habas espada (Canavalia 
ensiformis) y determinó su composición. Aunque este hallazgo 
no se recibió con mucho entusiasmo en ese momento, pronto 
se demostró que varias enzimas más son proteínas y en las si- 
guientes décadas se aceptó que todos los catalizadores biológicos 
son proteínas. Al final, resultó evidente que ciertas reacciones 
biológicas están catalizadas por moléculas de RNA. En favor de 
la claridad, el término enzima casi siempre se reserva para los ca- 
talizadores proteínicos, mientras que el término ribozima se usa 
para los catalizadores de RNA. La descripción de este capítulo 
se limita a los catalizadores proteínicos y las propiedades de los 
catalizadores de RNA se describen en el capítulo 11. 

Aunque las enzimas son proteínas, muchas de ellas son pro- 
teínas conjugadas; o sea, que contienen componentes no proteí- 
nicos llamados cofactores que pueden ser inorgánicos (metales) 
u orgánicos (coenzimas). Cuando están presentes, los cofactores 
son participantes importantes en el funcionamiento de la enzi- 
ma, a menudo realizan actividades para las que los aminoácidos 
no son adecuados. Por ejemplo, como se explicó en el capítulo 
2, en la mioglobina el átomo de hierro del grupo hem es el sitio 
donde se une y conserva el oxígeno hasta que se requiere en el 
metabolismo celular. 


Propiedades de las enzimas 


Como ocurre para todos los catalizadores, las enzimas tienen las 
siguientes propiedades: 1) sólo se requieren en pequeñas canti- 
dades; 2) no se alteran en forma irreversible durante la reacción, 
por lo que cada molécula de enzima puede participar varias veces 


CUADRO 3-3 Actividad catalítica de diversas enzimas 
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en reacciones individuales, y 3) no tienen efecto en la termodi- 
námica de la reacción. Este último punto es muy importante. Las 
enzimas no aportan energía para una reacción química, por lo 
que no determinan si una reacción tiene características termodi- 
námicas favorables o desfavorables. De igual manera, las enzimas 
no determinan la proporción entre productos y reactivos en equi- 
librio. Éstas son propiedades inherentes de los compuestos en 
reacción. Como catalizadores, las enzimas sólo pueden aumentar 
la velocidad en la que procede una reacción química favorable. 
No hay una relación necesaria entre la magnitud de AGde 
una reacción particular y la velocidad con la que ocurre dicha 
reacción. La magnitud de AG sólo informa sobre la diferencia en 
la energía libre entre el estado inicial y el equilibrio. Es indepen- 
diente de la vía o el tiempo que tarde en alcanzarse el equilibrio. 
Por ejemplo, la oxidación de la glucosa es un proceso muy favora- 
ble, como puede determinarse por la cantidad de energía libera- 
da durante su combustión. Sin embargo, los cristales de glucosa 
pueden dejarse a temperatura ambiente por tiempo indefinido 
sin que haya una conversión notable hacia materiales menos 
energéticos. En otras palabras, la glucosa es cinéticamente estable, 
aun cuando es inestable, desde el punto de vista termodinámico. 
Aunque el azúcar se disolviera, mientras la solución se mantu- 
viera estéril, no se deterioraría con rapidez. Sin embargo, si se 
agregaran unas cuantas bacterias, en muy poco tiempo las células 
captarían la glucosa y la degradarían por medios enzimáticos. 
Las enzimas son catalizadores expertos. Los catalizadores 
que usan los bioquímicos en el laboratorio, como ácido, platino 
metálico y magnesio, casi siempre aceleran las reacciones cien a 
mil veces con respecto a la velocidad sin catalizador. En cambio, 
las enzimas casi siempre aumentan la velocidad de una reacción 
10% a 101% veces (cuadro 3-3). Con base en estas cifras, las enzi- 
mas pueden lograr en 1 s lo que requeriría entre tres y 300000 
años, si la enzima no existiera. Lo que es aún más notable, reali- 
zan esta hazaña a la temperatura ambiente y el pH que existe en 
el interior de la célula. Además, a diferencia de los catalizadores 
orgánicos usados por los químicos, las enzimas son muy específi- 
cas con respecto a los reactivos con los que se unen y la reacción 
que catalizan. Los reactivos unidos con una enzima se llaman 


Enzima t,, sin enzima' Número de recambio? Aumento de velocidad? 
OMP descarboxilasa 78000000 años 39 1.4 X 10 
Nucleasa estafilocócica 130000 años 95 5.6 X 101 
Adenosina desaminasa 120 años 370 2.1 X 102 
AMP nucleosidasa 69000 años 60 6.0 X 102 
Citidina desaminasa 69 años 299 1.2 X 102 
Fosfotriesterasa 2.9 años 2100 2.8 X 10" 
Carboxipeptidasa A 7.3 años 578 1.9 X 10" 
Cetosteroide isomerasa 7 semanas 66000 3.9 X 10" 
Triosafosfato isomerasa 1.9 días 4300 1.0 Xx 10° 
Corismato mutasa 74h 50 1.9 X 106 
Anhidrasa carbónica 5 os 1 x 106 7.7 X 10% 
Ciclofilina humana 23 s 13000 4.6 X 105 


Fuente: A. Radzicka y R. Wolfenden, Science 267:91,1995. Copyright 1995 American Association for the Advancement of Science. 
"El tiempo que pasaría para que la mitad de los reactivos se convirtieran en producto en ausencia de la enzima. 


2El número de reacciones catalizadas por una sola molécula de enzima por segundo cuando opera con una concentración saturada de 


sustrato. 


¿El aumento en la velocidad de reacción alcanzado por la reacción catalizada por la enzima comparada con la reacción no catalizada. 
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sustratos. Si por ejemplo, la enzima hexocinasa se encuentra en 
solución con cien compuestos de bajo peso molecular además de 
su sustrato, la glucosa, la enzima sólo reconocerá las moléculas 
de glucosa y las someterá a la reacción. Para todos los fines prác- 
ticos, los otros compuestos bien podrían estar ausentes. Este tipo 
de especificidad, ya sea entre enzimas y sustratos o entre otros 
tipos de proteínas y las sustancias con las que se unen, es crucial 
para mantener el orden requerido a fin de sostener la vida. 
Además de su alto nivel de actividad y especificidad, las en- 
zimas actúan como directores de tráfico metabólico en el sentido 
de que las reacciones catalizadas por enzimas son muy ordenadas, 
los únicos productos formados son los apropiados. Esto es muy 
importante porque la formación de productos intermedios quí- 
micos afectaría pronto la vida de una célula frágil. Por último, a 
diferencia de otros catalizadores, la actividad de las enzimas pue- 
de regularse para cubrir las necesidades particulares de una célula 
en un momento determinado. Como resulta evidente en este ca- 
pítulo y el resto del libro, las enzimas de una célula en verdad son 
una colección asombrosa de máquinas moleculares en miniatura. 


Superación de la barrera 
de la energía de activación 


¿Cómo es que las enzimas realizan una catálisis tan eficaz? La 
primera pregunta a considerar es por qué las reacciones con ca- 
racterísticas termodinámicas favorables no proceden por sí mis- 
mas a velocidades relativamente altas en ausencia de enzimas. 
Incluso el ATP, cuya hidrólisis es favorable, permanece estable en 
una célula hasta que se degrada en una reacción bajo control en- 
zimático. Si esto no fuera así, el ATP tendría poco uso biológico. 

Las transformaciones químicas requieren que se rompan 
ciertos enlaces covalentes dentro de los reactivos. Para que esto 
ocurra, los reactivos deben contener suficiente energía cinética 
(energía de movimiento) para vencer una barrera llamada ener- 
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inicial > 


Energía libre 


Estado 
final > 


Curso de la reacción 


gía de activación (E,), que se expresa en el diagrama de la figura 
3-8, donde la energía de activación se representa por la altura de 
las curvas. Los reactivos de una reacción química a menudo se 
comparan con un objeto en reposo en la cima de un risco, listo 
para caer al fondo. Si se deja por sí solo, lo más probable es que 
el objeto permanezca ahí por tiempo indefinido. Sin embargo, 
si alguien pasara y aplicara al objeto la energía suficiente para 
vencer la fricción u otra pequeña barrera en el camino e hiciera 
que llegara hasta el borde del risco, caería en forma espontánea 
hasta el fondo. El objeto tiene el potencial para caer a un estado 
de menor energía una vez que se eliminan las barreras cinéticas. 
En una solución a temperatura ambiente, existen moléculas 
en un estado de movimiento aleatorio, cada una tiene cierta can- 
tidad de energía cinética en un instante determinado. Entre una 
población de moléculas su energía se distribuye en una curva con 
forma de campana (fig. 3-9), algunas tienen muy poca energía y 
otras tienen mucho más. Las moléculas de alta energía (molécu- 
las activadas) permanecen como tales sólo por un tiempo corto, 
pierden su exceso de energía hacia otras moléculas por colisión. 
Considérese una reacción en la que una molécula reactante se 
divide en dos moléculas de producto. Si una molécula reactante 
determinada adquiere energía suficiente para vencer la barrera de 
activación, existe la posibilidad de que se divida en dos moléculas 
de producto. La velocidad de la reacción depende del número de 
moléculas reactantes que contienen la energía cinética necesaria 
en cualquier momento determinado. Una forma de aumentar la 
velocidad de reacción es incrementar la energía de los reactivos. 
La forma más fácil de hacer esto en el laboratorio es con la aplica- 
ción de calor a la mezcla de reacción (fig. 3-9). Por el contrario, la 
aplicación de calor a una reacción mediada por enzimas conduce 
a la desactivación rápida de la enzima porque se desnaturaliza. 
Cuando los reactivos están en la cresta de la curva de ener- 
gía y se encuentran listos para convertirse en productos, se dice 
que están en estado de transición (fig. 3-8). En este punto, los 


FIGURA 3-8 Energía de activación y reacciones en- 
zimáticas. Aunque la formación de glucosa 6-fosfato 
es una reacción favorecida por sus rasgos termodiná- 
micos (AG” = —4 kcal/mol), los reactivos deben tener 
energía suficiente para alcanzar un estado estable en el 
que puedan producirse los reajustes atómicos necesa- 
rios para que ocurra la reacción. La cantidad de energía 
requerida se conoce como energía de activación (E,) y 
se representa por la altura de la curva. La energía de 
activación no es un valor fijo, sino que varía con la vía 
de reacción particular. E, se reduce mucho cuando los 
reactivos se combinan con un catalizador enzimático. 
(Este diagrama muestra un mecanismo sencillo de re- 
acción en un paso. Muchas reacciones enzimáticas ocu- 
rren en dos o más pasos que dan lugar a la formación de 
intermediarios [como en la figura 3-13]. Cada paso de 
la reacción tiene una E, distinta y un estado de transi- 
ción separado.) 


Número de moléculas con una energía particular 


Energía —> 


FIGURA 3-9 El efecto del descenso de la energía de activación en la velo- 
cidad de una reacción. Las curvas con forma de campana indican el conte- 
nido energético de una población de moléculas presente en una mezcla de 
reacción en dos temperaturas distintas. El número de moléculas reactivas 
que tienen energía suficiente para que se produzca la reacción aumenta por 
calentamiento de la mezcla o con la adición de un catalizador enzimático. 
El calor aumenta la velocidad de reacción porque incrementa el contenido 
energético de las moléculas, mientras que la enzima lo hace porque reduce 
la energía de activación necesaria para que ocurra la reacción. 


reactivos formaron un complejo activado fugaz en el que los en- 
laces se forman y se rompen. Puede ilustrarse la naturaleza de 
una estructura en estado de transición si se examina la inter- 
conversión de los estereoisómeros D y L de prolina, una reacción 
catalizada por la enzima bacteriana prolina racemasa. 
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Esta reacción procede en ambos sentidos mediante la pérdida 
de un protón del carbono a de la molécula de prolina. Como 
resultado, la estructura del estado de transición contiene un car- 
banión con carga negativa en el que los tres enlaces formados por 
el átomo de carbono están en el mismo plano. 

Contrario a la diferencia de la energía libre estándar para 
una reacción, la energía de activación necesaria para alcanzar el 
estado de transición no es un valor fijo, sino que varía según 
el mecanismo de reacción particular usado. Las enzimas catali- 
zan reacciones al disminuir la magnitud de la barrera de energía 
de activación. Por consiguiente, a diferencia de la catálisis por 
calor, las enzimas hacen que los sustratos sean muy reactivos sin 
tener que elevarlos a niveles muy altos de energía. La figura 3-9 
muestra una comparación del porcentaje de moléculas capaces 
de participar en una reacción catalizada por una enzima y que 
participa en una reacción no catalizada. Las enzimas son capaces 
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de disminuir las energías de activación al unirse con más fuerza 
al estado de transición que a los reactivos, lo que estabiliza este 
complejo activado, lo cual reduce su energía. La importancia del 
estado de transición puede demostrarse de muchas formas. Por 
ejemplo: 


m Los compuestos que se parecen al estado de transición de 
una reacción tienden a ser inhibidores muy efectivos de esa 
reacción porque pueden unirse con mucha fuerza a la región 
catalítica de la enzima. 

m En condiciones normales, los anticuerpos no se comportan 
como enzimas, sino que sólo se unen con gran afinidad a las 
moléculas. Sin embargo, los anticuerpos que se unen a com- 
puestos que simulan un estado de transición para una reac- 
ción a menudo son capaces de actuar como enzimas y catali- 
zar la degradación de ese compuesto. 


Conforme el estado de transición se convierte en productos, la 
afinidad de la enzima por las moléculas unidas disminuye y se 
liberan los productos. 


El sitio activo 


Como catalizadores, las enzimas aceleran los procesos formadores 
y rompedores de enlaces. Para lograr esta tarea, las enzimas tienen 
una participación íntima en las actividades que ocurren entre los 
reactivos; lo hacen mediante la formación de un complejo con 
los reactivos, el complejo enzima-sustrato (ES). La figura 3-10 
presenta un esquema y la figura 3-14 muestra una imagen de un 
complejo ES. En la mayor parte de los casos, la relación entre la 
enzima y el sustrato es no covalente, aunque se conocen muchos 
ejemplos en los que se forma un enlace covalente transitorio. 


Enzima 


- Complejo 
enzima-sustrato 


Piruvato 


FIGURA 3-10 Formación de un complejo enzima-sustrato. Esquema 
de la reacción catalizada por la piruvato cinasa (fig. 3-24) en la que los 
dos sustratos, fosfoenolpiruvato (PEP) y ADP, se unen con la enzima 
para formar un complejo enzima-sustrato (ES), lo cual conduce a la for- 
mación de los productos, piruvato y ATP. 
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La parte de la molécula de la enzima que se une en forma 
directa con el sustrato es el sitio activo. El sitio activo y el (los) 
sustrato(s) tienen formas complementarias, lo que les permite 
unirse con mucha precisión. La unión del sustrato y la enzima 
se realiza por los mismos tipos de interacciones no covalentes 
(enlaces iónicos, enlaces de hidrógeno, interacciones hidrófobas) 
que determinan la estructura de la proteína misma. Por ejemplo, 
la enzima mostrada en la figura 3-11a contiene varios residuos 
con carga positiva en situaciones estratégicas para unirse con 
átomos de carga negativa del sustrato. Además de unirse con el 
sustrato, el sitio activo contiene un conjunto particular de cade- 
nas laterales de aminoácidos que influyen en el sustrato y dismi- 
nuyen la energía de activación de la reacción. La importancia de 
las cadenas laterales individuales del sitio activo puede valorarse 
mediante mutagénesis dirigida a un sitio (pág. 72), una técnica 
en la que un aminoácido particular se sustituye por otro con pro- 
piedades diferentes. 

Por lo general, el sitio activo está sepultado en una hendidu- 
ra o grieta que conduce desde los alrededores acuosos hacia las 
profundidades de la proteína. Cuando un sustrato entra a la hen- 
didura del sitio activo, casi siempre libera sus moléculas de agua 
unidas (desolvación) y entra al ambiente hidrófobo dentro de la 
enzima. La reactividad de las cadenas laterales del sitio activo 
puede ser mucho mayor en este ambiente protegido, comparado 
con el solvente acuoso de la célula. Los aminoácidos que confor- 
man el sitio activo casi siempre se sitúan en puntos distantes a 
lo largo de la cadena polipeptídica extendida, pero se aproximan 
entre sí conforme el polipéptido se pliega en su estructura ter- 
ciaria final (fig. 3-112,c). La estructura del sitio activo explica no 
sólo la actividad catalítica de la enzima, también su especificidad. 
Como se indicó antes, la mayor parte de las enzimas es capaz 
de unirse sólo con una o unas cuantas moléculas biológicas muy 
relacionadas. 


FIGURA 3-11 El sitio activo de una enzima. (a) Representación es- 
quemática del sitio activo de la enzima ribulosa difosfato carboxilasa 
que muestra los diversos sitios de interacción entre los sustratos unidos 
(RuBP y CO,) y ciertas cadenas laterales de aminoácidos de la enzima. 
Además de determinar las propiedades de unión con el sustrato del sitio 
activo, estas interacciones no covalentes alteran las propiedades del sus- 
trato en formas que aceleran su conversión en productos. (4) Un mapa 
de densidad electrónica del sitio activo de una timidina cinasa viral con 
el sustrato, desoxitimidina, que se muestra en el centro del mapa (fecha). 
La malla azul indica los alcances externos de los orbitales electrónicos de 
los átomos que componen el sustrato y las cadenas laterales de la enzima, 
lo que muestra una representación visual del espacio ocupado por los 
átomos del sitio activo. (cd) Ejemplos del ajuste preciso que ocurre entre 
partes de una enzima y un sustrato durante la catálisis. Estos dos ejem- 
plos muestran la estrecha relación espacial entre (c) un ácido glutámico 
(amarillo) y (d) una histidina (verde) de la enzima triosafosfato isomera- 
sa y el sustrato (rojo). (A: TOMADA DE D. A. Harris, BIOENERGETICS AT 
A GLANCE, P, 88, BLACKWELL, 1995. B: REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN 
A PARTIR DE D. G. Brown, M. R. SANDERSON ET AL., NATURE STR. 
Bior. 2:878, 1995; C-D: REIMPRESAS CON AUTORIZACIÓN A PARTIR DE 
J. R. KnowLEs, NATURE 350:122, 1991; B-D: copyrIGHT 1995, 1991, 
MaAcmiLLaN MAGAZINES, LIMITED.) 


(b) 


(d) 


Mecanismos de catálisis enzimática 


¿Cómo es que una enzima puede hacer que una reacción ocurra 
cientos de veces por segundo cuando esa misma reacción podría 
ocurrir a una velocidad indetectable en ausencia de la enzima? 
La respuesta radica en la formación del complejo enzima-sus- 
trato, que permite que el (los) sustrato(s) sea(n) extraído(s) de 
la solución y mantenido(s) en la superficie de la molécula cata- 
lizadora grande. Una vez ahí, las propiedades físicas y químicas 
del sustrato pueden modificarse de varias formas, algunas de las 
cuales se describen en las secciones siguientes. 


Orientación del sustrato  Supóngase que se coloca un puña- 
do de tornillos y tuercas en una bolsa y ésta se sacude durante 5 
minutos. Es muy improbable que alguno de los tornillos tenga 
una tuerca unida en su extremo cuando se termine la agitación. 
En cambio, si se sujeta un tornillo en una mano y una tuerca en la 
otra, es posible colocar pronto el tornillo dentro de la tuerca. Al 
sujetar el tornillo y la tuerca en la orientación adecuada, se dis- 
minuyó mucho la entropía del sistema. Las enzimas disminuyen 
la entropía de sus sustratos en forma similar. 

Los sustratos unidos con la superficie de una enzima se 
aproximan mucho en la orientación correcta para que la reacción 
ocurra (fig. 3-12a). Por el contrario, cuando los reactivos están en 
una solución, son libres para tener movimientos de traslación y 
rotación, incluso los que tienen energía suficiente no siempre lle- 
gan a una colisión que conduzca a la formación de un complejo 
en estado de transición. 


Cambio de la reactividad del sustrato Las enzimas se 
componen de aminoácidos que tienen diversos tipos de cadenas 
laterales, desde las que tienen cargas completas hasta las que son 
no polares. Cuando el sustrato se une con la superficie de una 
enzima, la distribución de electrones dentro de la molécula de 
sustrato es influida por las cadenas laterales vecinas de la enzima 
(fig. 3-120). Esta influencia aumenta la reactividad del sustrato y 
estabiliza el complejo en estado de transición que se forma du- 
rante la reacción. Tales efectos se logran sin el aporte de energía 
externa, como calor. 

Hay varios mecanismos generales por los que aumenta la 
reactividad de los sustratos cuando se relacionan con las enzimas. 
En términos básicos, dichos mecanismos son similares a los ca- 
racterizados por los bioquímicos que estudian los mecanismos de 
las reacciones orgánicas en un tubo de ensayo. Por ejemplo, la ve- 
locidad de las reacciones puede modificarse mucho con cambios 
en el pH. Aunque las enzimas no pueden cambiar el pH del me- 
dio, contienen muchos aminoácidos con cadenas laterales ácidas 
o básicas. Estos grupos son capaces de donar o aceptar protones 
hacia y desde el sustrato, lo que altera el carácter electrostático 
del sustrato y lo hace más reactivo. 

Los sitios activos de muchas enzimas contienen cadenas la- 
terales con una carga parcial positiva o negativa. Estos grupos 
son capaces de interactuar con un sustrato para alterar sus pro- 
piedades electrostáticas (fig. 3-124) y por tanto, su reactividad. 
Dichos grupos también son capaces de reaccionar con un sustra- 
to para producir un vínculo covalente temporal enzima-sustrato. 
La quimotripsina, una enzima que digiere las proteínas dietéticas 
en el intestino delgado, actúa de esta manera. La figura 3-13 
presenta la serie de reacciones que ocurre cuando la quimotrip- 
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FIGURA 3-12 Tres mecanismos por los cuales las enzimas aceleran las 
reacciones. (a) Mantenimiento de la orientación precisa del sustrato; 
(5) cambio de la reactividad del sustrato mediante la modificación de su 
estructura electrostática; (c) aplicación de tensión física en los enlaces del 
sustrato que deben romperse. 


sina hidroliza un enlace peptídico en una proteína sustrato. La 
reacción de la figura 3-13 se divide en dos pasos. En el primero, 
el átomo de oxígeno electronegativo de la cadena lateral de una 
serina de la enzima “ataca” a un átomo de carbono del sustrato. 
Como resultado, el enlace peptídico del sustrato se hidroliza y 
se forma un enlace covalente entre la serina y el sustrato, lo que 
desplaza al resto del sustrato como uno de los productos. Como 
se explica en el pie de la figura, la capacidad de la serina para 
realizar esta reacción depende de un residuo cercano de histidina, 
que atrae al protón del grupo hidroxilo de serina y esto aumenta 
el poder nucleofílico del átomo de oxígeno del grupo. Las en- 
zimas también son expertas en usar las moléculas de agua en 
las reacciones que catalizan. En el segundo paso mostrado en la 
figura 3-134, el enlace covalente entre la enzima y el sustrato se 
divide con una molécula de agua, lo que regresa a la enzima a su 
estado libre original y libera el resto del sustrato como el segundo 
producto. 

Aunque las cadenas laterales de los aminoácidos puedan 
participar en diversas reacciones, no son adecuadas para donar o 
aceptar electrones. Como se explica en la sección siguiente (y con 
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FIGURA 3-13 Diagrama del mecanismo catalítico de la quimotripsi- 
na. La reacción se divide en dos pasos. (a) El átomo electronegativo de 
oxígeno de un residuo de serina (Ser 195) en la enzima, que porta una 
carga negativa parcial, realiza un ataque nucleofílico en el átomo del 
carbono carbonilo del sustrato, el cual tiene una carga positiva parcial, y 
esto separa el enlace peptídico. El sustrato polipeptídico se muestra en 
azul. La serina se vuelve más reactiva por un residuo de histidina (His 
57) cercano que atrae al protón de la serina y luego dona el protón al 
átomo de nitrógeno del enlace peptídico dividido. La histidina es capaz 
de hacer esto porque su cadena lateral es una base débil capaz de ganar 
y perder un protón en el pH fisiológico. (Una base más fuerte, como la 
lisina, permanecería con sus protones completos en este pH.) Parte del 
sustrato forma un enlace covalente transitorio con la enzima mediante 
la cadena lateral de la serina, mientras que el resto del sustrato se li- 
bera. (Puede notarse que los residuos de serina e histidina se sitúan a 
138 aminoácidos de distancia entre sí en la secuencia primaria, pero se 
aproximan dentro de la enzima por el plegamiento del polipéptido. Un 
ácido aspártico, el residuo 102 que no se muestra, también participa en 
la catálisis porque influye en el estado iónico de la histidina.) (5) En el 
segundo paso, el átomo electronegativo de oxígeno de una molécula de 
agua desplaza al sustrato unido en forma covalente de la enzima, lo que 
regenera la molécula de enzima libre. Como en el primer paso, la histi- 
dina participa en la transferencia de protones; en este paso el protón se 
retira del agua, lo que lo vuelve un nucleófilo mucho más fuerte. Luego, 
el protón se dona al residuo de serina de la enzima. 


más detalle en los caps. 5 y 6), la transferencia de electrones es el 
fenómeno central en las reacciones de oxidación-reducción que 
tienen una función vital en el metabolismo celular. Para catalizar 
estas reacciones, las enzimas contienen cofactores (iones metá- 
licos o coenzimas) que aumentan la reactividad de los sustratos 
mediante la eliminación o donación de electrones. 


Inducción de tensión en el sustrato Aunque el sitio acti- 
vo de una enzima puede ser complementario a su(s) sustrato(s), 
diversos estudios revelan un cambio en las posiciones relativas 
de ciertos átomos de la enzima una vez que se unió el sustrato. 
En muchos casos, la conformación cambia tanto que mejora el 
ajuste complementario entre la enzima y los reactivos (un ajus- 
te inducido) y los grupos reactivos apropiados de la enzima se 
mueven a su sitio. Un ejemplo de ajuste inducido se muestra en la 
figura 3-14. Estos tipos de movimientos dentro de una molécula 
enzimática son un buen ejemplo de una proteína que actúa como 
una máquina molecular. Conforme ocurren estos cambios en la 
conformación, se realiza un trabajo mecánico, lo que permite a 
la enzima ejercer una fuerza física en ciertos enlaces dentro de 
una molécula de sustrato. Esto tiene el efecto de desestabilizar el 
sustrato, lo que hace que adopte el estado de transición en el que 
se alivia la tensión (fig. 3-126). 


Estudio de los cambios en la conformación y los intermediarios cata- 
líticos Para comprender del todo el mecanismo por el cual una 
enzima cataliza una reacción particular, es necesario describir los 
diversos cambios en la estructura atómica y electrónica, tanto en 
la enzima como en el (los) sustrato(s), que ocurren conforme pro- 
cede la reacción. En el capítulo previo se explicó cómo las técnicas 
de cristalografía por rayos X revelan detalles de la estructura de 
una molécula enzimática grande. Como el 40 a 60% del volumen 
de un cristal proteínico típico consiste en solvente atrapado, la 
mayor parte de las enzimas cristalizadas conservan un alto nivel 
de actividad enzimática. Por lo tanto, debe ser posible usar téc- 
nicas de difracción de rayos X para estudiar los mecanismos de 
reacción. Existe una limitación importante, el tiempo. En un es- 
tudio cristalográfico estándar, los cristales de enzima deben some- 
terse a un haz de rayos X por un periodo de horas o días mientras 
se recopilan los datos necesarios. El retrato que se obtiene en tales 
estudios captura la estructura de la molécula promediada en el 
tiempo. Sin embargo, las innovaciones recientes hicieron posible 
usar las técnicas cristalográficas de rayos X para observar los cam- 
bios estructurales fugaces que ocurren en el sitio activo mientras 
una enzima cataliza un solo ciclo de reacción. Esta técnica, Ila- 
mada cristalografía resuelta en tiempo, puede incluir lo siguiente. 


m Uso de haces de rayos X de ultra alta intensidad generados 
por un sincrotón, un instrumento usado por los físicos nu- 
cleares para estudiar las partículas subatómicas. Esto puede 
cortar el periodo de exposición a los rayos X a unos cuantos 
picosegundos, que es la misma escala temporal requerida para 
que una enzima catalice una sola transformación química. 

m Enfriamiento de los cristales de enzimas a temperaturas a 20 
o 40 grados por abajo del cero absoluto, lo que disminuye la 
velocidad de la reacción en un factor de hasta 10000 millones, 
y aumenta mucho la vida de los intermediarios transitorios. 

m Uso de técnicas para generar al mismo tiempo una reacción 
en un cristal entero a fin de que todas las moléculas de la en- 
zima del cristal estén en la misma etapa de reacción al mismo 


tiempo. Por ejemplo, en el caso de una reacción en la que el 
sustrato sea el ATP, los cristales de la enzima pueden infil- 
trarse con moléculas de ATP que se volvieron no reactivas 
al unirlas con un grupo inerte (p. ej., un grupo nitrofenilo) 
mediante un enlace sensible a la luz. Cuando los cristales se 
exponen a un pulso breve de luz, todas las moléculas “ence- 
rradas” de ATP se liberan, lo que inicia la reacción al mismo 
tiempo en los sitios activos de todo el cristal. 

mM Uso de mutaciones dirigidas al sitio transportador de enzimas 
(pág. 72) que impone barreras cinéticas en etapas específicas 
de la reacción, lo que aumenta la vida de intermediarios par- 
ticulares. 

E Determinación de la estructura a una resolución ultra alta 
(atómica) (p. ej., 0.8 Å), lo que permite visualizar hidróge- 
nos individuales que podrían estar presentes en enlaces de 
hidrógeno o relacionados con grupos ácidos en la proteína; 
la presencia o ausencia de moléculas de agua unidas; la con- 
formación precisa de las cadenas laterales catalíticas, y la sutil 
tensión que aparece en partes del sustrato durante la catálisis. 


FIGURA 3-14 Un ejemplo de ajuste inducido. Cuando una molécula de 
glucosa se une con la enzima hexocinasa, la proteína experimenta un 
cambio de conformación que rodea al sustrato dentro del saco del sitio 
activo y alinea los grupos reactivos de la enzima y el sustrato. (Por cor- 
TESÍA DE Thomas A. STEITZ.) 
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El detalle notable que puede obtenerse con estas imágenes 
de alta resolución se ilustra por el enlace de hidrógeno de la 


figura 3-15. 


Al combinar estas técnicas, los investigadores han podido 
determinar la estructura tridimensional de una enzima en eta- 


FIGURA 3-15 Mapa de densidad electrónica de un solo enlace de hi- 
drógeno (línea verde punteada). Este mapa muestra una parte muy pe- 
queña de la enzima proteolítica subtilisina a resolución atómica (0.78 
Å). Se observa que el átomo de hidrógeno (amarillo) es compartido 
entre un átomo de nitrógeno en el anillo de un residuo de histidina 
y un átomo de oxígeno de un residuo de ácido aspártico. (REIMPRESA 
CON AUTORIZACIÓN DE PETER KUHN ET AL., BIOCHEMISTRY 37:13450, 
1998, corTEsÍA DE RicharD Borr, CopyrIGHT 1998 AMERICAN 
CHEMICAL SOCIETY.) 
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pas sucesivas durante una sola reacción catalizada. Cuando estas 
“tomas” individuales se unen en una secuencia, producen una 
“película” que muestra los diversos intermediarios catalíticos que 
aparecen y desaparecen conforme avanza la reacción. La figura 
3-16 presenta un ejemplo de los datos que pueden obtenerse con 
varias de estas estrategias. 

Mientras se ha puesto mayor atención en los cambios de 
conformación que ocurren cuando una enzima transforma sus 
sustratos en productos, en años recientes también se ha prestado 
atención considerable a los cambios de conformación que ocu- 
rren en la proteína misma. Como se muestra en la figura 2-37, 
las proteínas son moléculas dinámicas capaces de un movimiento 
íntimo (intrínseco) que puede tener mucha relevancia funcio- 
nal. En el caso presentado en la figura 2-37, este movimiento 
permite la entrada del sustrato al sitio activo de la enzima. El 
análisis de este tipo de movimiento intrínseco con varias técnicas 
experimentales sugirió que las proteínas, incluso en ausencia de 
sustrato, son capaces de muchos de los mismos movimientos que 
pueden detectarse durante el ciclo catalítico de la enzima. Si esto 
es cierto, sugiere que la evolución ha seleccionado estructuras 
proteínicas capaces de movimientos intrínsecos que pueden ser 
útiles para las funciones potenciales de una proteína. En lugar 
de inducir un cambio de conformación específico, los sustratos 


podrían simplemente “esperar” a que una proteína asuma una 
conformación a la cual pueda unirse en forma eficaz. 


Cinética enzimática 

Las enzimas varían mucho en su capacidad para catalizar re- 
acciones. La actividad catalítica de una enzima se revela por el 
estudio de su cinética, o sea la velocidad con la que cataliza una 
reacción en varias condiciones experimentales. En 1913, Leonor 
Michaelis y Maud Menten publicaron la relación matemática 
entre la concentración del sustrato y la velocidad de las reaccio- 
nes enzimáticas, medidas por la cantidad de producto formado (o 
de sustrato consumido) en un tiempo determinado. Esta relación 
puede expresarse con una ecuación (presentada en la pág. 101) 
que genera una hipérbola, como se muestra en la figura 3-17. En 
lugar de considerar los aspectos teóricos de la cinética enzimá- 
tica, puede obtenerse la misma curva de una manera práctica, 
como se hace para cada enzima estudiada. A fin de conocer la 
velocidad de una reacción, se coloca una mezcla de incubación 
a una temperatura deseada que contenga todos los ingredien- 
tes necesarios, excepto uno, que cuando se agrega inicia la reac- 
ción. Si al momento en que inicia la reacción no hay producto 
en la mezcla, la cantidad de producto que aparece con el tiempo 


FIGURA 3-16 Mioglobina: la película. En este ejemplo de cristalografía 
por rayos X resuelta en tiempo, se determinó la estructura de la mio- 
globina (Mb) con una molécula de CO unido al grupo hem y en varios 
momentos después de la liberación de la molécula de CO. (El CO se une 
al mismo sitio de la Mb que el O,, pero es más adecuado para estos tipos 
de estudios.) La liberación de CO se indujo al mismo tiempo en todo el 
cristal mediante la exposición a un destello de luz láser (fotólisis). Cada 
una de las estructuras se determinó después de un solo pulso intenso 
de rayos X proveniente de un sincrotón. La molécula de mioglobina en 
estudio tenía una sola sustitución de aminoácido que la hacía un mejor 
sujeto para el análisis. (a) Un corte de 6.5 Á de espesor a través de la 
molécula Mb muestra los cambios que ocurren en 100 picosegundos 
(1 ps = la billonésima parte de un segundo) después de la liberación de 
CO de su sitio de unión. La estructura de Mb antes del destello de láser 
se muestra en magenta y la estructura de la proteína 100 ps después del 
destello láser se muestra en verde. Las partes de la molécula que no cam- 
biaron de estructura en este periodo se ven en blanco. Pueden observarse 
tres desplazamientos a gran escala cerca del sitio de unión con CO (indi- 
cados por las flechas amarillas). (4) Una vista aumentada de la región del 
recuadro en la parte a. El CO liberado (círculo completo) se sitúa a unos 
2 Á de su sitio de unión original (círculo punteado). El desplazamiento 
de CO es aceptado por la rotación de Phe29, que empuja a His64 hacia 
fuera, el que a su vez desplaza a una molécula de agua unida. (c) A los 
3.16 nanosegundos después del destello láser, la molécula de CO migró 
a una de las dos posiciones mostradas (marcadas 2 y 3), Phe29 e His64 
se relajaron a sus estados iniciales, y el grupo hem sufrió un desplaza- 
miento considerable, como indica el sombreado verde más grande en la 
región del hem. (REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN A PARTIR DE FRIE- 
DRICH SCHOTTE ET AL., SCIENCE 300:1946, 2003; CoryricHT O 2003 
AMERICAN ASSOCIATION FOR THE ÁDVANCEMENT OF SCIENCE.) 
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FIGURA 3-17 Relación entre la velocidad de una reacción catalizada 
por una enzima y la concentración del sustrato. Como cada molécula 
es capaz de catalizar sólo cierto número de reacciones en un tiempo 
determinado, la velocidad de la reacción (casi siempre expresada como 
moles de producto formadas por segundo) se aproxima a la velocidad 
máxima conforme se eleva la concentración de sustrato. La concentra- 
ción de sustrato a la cual la reacción alcanza la mitad de su velocidad 
máxima (Y, /2) se llama constante de Michaelis, o Ky 


proporciona una medida de la velocidad de la reacción. En este 
procedimiento existen factores que lo complican. Si el tiempo 
de incubación es demasiado prolongado, la concentración de sus- 
trato disminuye en forma mensurable. Además, conforme apa- 
rece el producto es posible que se convierta de nuevo en sustrato 
mediante la reacción inversa, que también está catalizada por la 
enzima. Lo ideal es determinar la velocidad inicial o sea, la velo- 
cidad en el instante en el que aún no se ha formado el producto. 
Para medir con exactitud la velocidad de reacción inicial, se usan 
tiempos de incubación cortos y técnicas de medición sensibles. 

Para generar una curva como la que se muestra en la figura 
3-17, se determina la velocidad inicial para una serie de mezclas 
de incubación que contienen la misma cantidad de enzima, pero 
una concentración creciente de sustrato. A partir de esta curva 
resulta evidente que la velocidad de reacción inicial varía mu- 
cho con la concentración de sustrato. Con concentraciones bajas 
de sustrato, las moléculas de enzima se someten a relativamente 
pocas colisiones con el sustrato en un tiempo determinado. Por 
consiguiente, la enzima tiene “tiempo ocioso”; es decir, las molé- 
culas de sustrato limitan la velocidad. Con altas concentraciones 
de sustrato, las enzimas chocan con las moléculas de sustrato a 
mayor velocidad de la que se convierten en producto. Por tanto, 
en presencia de concentraciones altas de sustrato, las moléculas 
individuales de enzima trabajan a su máxima capacidad; o sea, 
las moléculas de enzima limitan la velocidad. Por tanto, mien- 
tras mayor sea la concentración de sustrato en una mezcla de 
reacción, la enzima se aproxima a su estado de saturación. La ve- 
locidad inicial en este punto de saturación teórico se denomina 
velocidad máxima (Y, . ). 

La medida más sencilla de la actividad catalítica de una en- 
zima se obtiene del número de recambio, que puede calcularse 
a partir de la Y... Dicho número (o constante catalítica, k „como 
también se llama) es el número máximo de moléculas de sustra- 
to que puede convertirse en producto mediante una molécula 
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de enzima por unidad de tiempo. Un número de recambio (por 
segundo) de 1 a 10° es típico de las enzimas, aunque se conocen 
valores tan altos como 10% (cuadro 3-3). A partir de estos valores 
resulta aparente que unas cuantas moléculas de enzima pueden 
convertir rápidamente una gran cantidad de moléculas de sus- 
trato en producto. 

El valor de Y. es sólo un término útil obtenido de una 
gráfica como la de la figura 3-17; otro es la constante de Mi- 
chaelis (K), que es igual a la concentración de sustrato cuando 
la velocidad de la reacción es la mitad de Y, . Como su nombre 
implica, la XK, es constante para una enzima determinada y por 
tanto, independiente de la concentración de sustrato o enzima. 
La relación entre Y, . y K,, se aprecia mejor si se considera la 
ecuación Michaelis-Menten, que puede usarse para generar 
la gráfica de la figura 3-17. 


V=V Bl 
ni [S]A Ky 

De acuerdo con la ecuación, cuando la concentración de 
sustrato [S] se establece en un valor equivalente a K; y, la velo- 
cidad de la reacción (V) se vuelve igual a Y, . /2, o la mitad de la 
velocidad máxima. Por tanto, K,, = [S] cuando V = V . /2. 

Para generar una curva hiperbólica como la de la figura 3-17 
y hacer un cálculo preciso de los valores de Y. y Kw debe grafi- 
carse una cantidad considerable de puntos. Una descripción más 
sencilla y exacta se obtiene mediante el trazo de la gráfica de 
recíprocos de la velocidad contra la concentración del sustrato, 
como lo formularon Hans Lineweaver y Dean Burk. Cuando 
se hace así, la hipérbola se vuelve una línea recta (fig. 3-18) cuya 
intercepción x es igual a —1/K; ¡, la intersección y es igual a 1/ 
V ay la pendiente es igual a K,¡/V, . Por tanto, los valores de 
Ku y Vna son fáciles de obtener al extrapolar la línea trazada a 
partir de pocos puntos. 

En la mayor parte de los casos, el valor de K, proporciona 
una medida de la afinidad de la enzima por el sustrato. Mientras 
más alta sea K;, es más alta la concentración de sustrato que se 
requiere para alcanzar la mitad de la Y. y por tanto, menor será 


=L L 
Kv [S] 
FIGURA 3-18 Una gráfica de Lineweaver-Burk de los recíprocos de la 


velocidad y la concentración de sustrato a partir de la cual es fácil calcu- 
lar los valores de Y... y Ku 
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Actividad relativa 


pH 


(a) 


FIGURA 3-19 Dependencia de la velocidad de una reacción catalizada 
por enzima de (a) el pH y (b) la temperatura. La forma de las curvas, y 
el pH y temperatura óptimos varían con la reacción particular. (a) Los 
cambios en el pH afectan las propiedades iónicas del sustrato y la en- 
zima, así como la conformación de la enzima. (0) A temperaturas más 
bajas, la velocidad de la reacción se eleva cuando aumenta la tempera- 


la afinidad de la enzima por ese sustrato. La Ky de la mayoría de 
las enzimas varía entre 107! y 1077, con un valor típico alrededor 
de 1074 M. Otros factores que influyen mucho en la cinética 
de la enzima son el pH y la temperatura del medio de incuba- 
ción. Cada enzima tiene un pH y temperatura óptimos en los 
que opera con su máxima actividad (fig. 3-19). La influencia de 
la temperatura en la actividad enzimática se ilustra por el efecto 
notorio de la refrigeración para disminuir la velocidad de creci- 
miento de los microorganismos. 


Inhibidores enzimáticos Los inhibidores enzimáticos son mo- 
léculas capaces de unirse con una enzima y disminuir su activi- 
dad. La célula depende de inhibidores para regular la actividad 
de muchas de sus enzimas; los bioquímicos usan inhibidores para 
estudiar las propiedades de las enzimas, y muchas compañías 
bioquímicas producen inhibidores enzimáticos que actúan como 
fármacos, antibióticos o pesticidas. Los inhibidores enzimáticos 
pueden dividirse en dos tipos: reversibles e irreversibles. A su vez, 
los inhibidores reversibles pueden considerarse competitivos o 
no competitivos. 

Los inhibidores irreversibles son los que se unen con fuer- 
za a una enzima, a menudo forman un enlace covalente con uno 
de sus residuos de aminoácidos. Varios gases nerviosos, como 
el diisopropilfosfofluoridato y los pesticidas organofosforados, 
actúan como inhibidores irreversibles de la acetilcolinesterasa, 
una enzima que tiene una función crucial en la destrucción de 
acetilcolina, el neurotransmisor encargado de causar la contrac- 
ción muscular. Con la enzima inhibida, el músculo se estimula en 
forma continua y permanece en un estado de contracción per- 
manente. Como se explica en la sección Perspectiva humana, el 
antibiótico penicilina actúa como inhibidor irreversible de una 
enzima clave en la formación de la pared celular bacteriana. 

Por otra parte, los inhibidores reversibles sólo se unen de 
manera débil con una enzima, por lo que son fáciles de desplazar. 
Los inhibidores competitivos son inhibidores reversibles que 
compiten con un sustrato por el acceso al sitio activo de una enzi- 
ma. Como los sustratos tienen una estructura complementaria al 
sitio activo con el que se unen, los inhibidores competitivos deben 


Temperatura de reacción, °C 
(b) 


tura por el incremento energético de los reactivos. Con temperaturas 
más altas, este efecto positivo se contrarresta por la desnaturalización de 
la enzima. (A: TOMADA DE E. A. MoeLwYn-HuGHes, EN Tue Enzy- 
MEs; J. B. SUMNER Y K. MYRBACK, EDS. VOL. 1, ACADEMIC Press, 1950. 
B: TOMADA DE K. HAYASHI ET AL., J. BrocHem 64;93, 1968.) 


parecerse al sustrato para competir por el mismo sitio de unión, 
pero difieren en alguna manera que les impide transformarse en 
el producto (fig. 3-20). El análisis de los tipos de moléculas que 
pueden competir con el sustrato por un sitio de unión en la en- 
zima aporta información sobre la estructura del sitio activo y la 
naturaleza de la interacción entre el sustrato y su enzima. 

La inhibición enzimática competitiva constituye la base de 
la acción de muchos fármacos de uso frecuente, como se ilustra 


Sustratos (S) 


Inhibidores (I) 


Complejo enzima-inhibidor 
(sitio activo bloqueado) 


FIGURA 3-20 Inhibición competitiva. Por su similitud molecular, los 
inhibidores competitivos son capaces de competir con el sustrato por un 
sitio de unión en la enzima. El efecto del inhibidor competitivo depende 
de las concentraciones relativas del inhibidor y el sustrato. 


en el ejemplo siguiente. La enzima convertidora de angiotensina 
(ACE) es una enzima proteolítica que actúa sobre un péptido de 
10 residuos (angiotensina I) para producir un péptido de ocho 
residuos (angiotensina II). Las concentraciones altas de angio- 
tensina II son un factor de riesgo importante para el desarrollo de 
presión arterial alta (hipertensión). En el decenio de 1960, John 
Vane et al. en Eli Lilly Company iniciaron una investigación de 
compuestos que pudieran inhibir la ACE. Los estudios previos 
habían encontrado que el veneno de una serpiente brasileña con- 
tenía inhibidores de enzimas proteolíticas y se observó que uno 
de los componentes de este veneno, un péptido llamado teprótido 


Q 
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Teprótido (los enlaces peptídicos marcados en rojo) 


era un inhibidor competitivo potente de la ACE. Aunque se 
demostró que el teprótido disminuía la presión sanguínea en 
pacientes hipertensos, no era un fármaco muy útil porque tenía 
una estructura peptídica y por tanto, se degradaba con rapidez si 
se tomaba por vía oral. Los esfuerzos siguientes para desarrollar 
inhibidores no peptídicos de la enzima condujeron a los investi- 
gadores a un compuesto llamado captoprilo, 


CcH,O 

TN 2 
HS—CH,—C—C—N—C—C 

H H Na- 

Captoprilo 


que se convirtió en el primer fármaco antihipertensivo útil que 
actúa mediante su unión con la enzima convertidora de angio- 
tensina. 

La eficacia de un inhibidor competitivo depende de su afi- 
nidad relativa por la enzima. Aparte de esto, la inhibición com- 
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FIGURA 3-21 Los efectos de inhibidores en la cinética de las enzimas. 
Se muestra el efecto de los inhibidores competitivos y no competitivos 
cuando la cinética de la reacción se grafica como velocidad de la reacción 


(b) 
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petitiva puede ser rebasada si la proporción sustrato/inhibidor 
es lo bastante grande. En otras palabras, si el número de coli- 
siones entre la enzima y un inhibidor se vuelve insignificante en 
relación con las colisiones que se producen entre la enzima y 
su sustrato, el efecto del inhibidor se vuelve mínimo. Cuando la 
concentración de sustrato es suficiente, es teóricamente posible 
alcanzar la velocidad máxima de la enzima, incluso en presencia 
del inhibidor competitivo. 

En la inhibición no competitiva, el sustrato y el inhibi- 
dor no compiten por el mismo sitio de unión; por lo general, el 
inhibidor actúa en un sitio distinto al sitio activo de la enzima. 
El nivel de inhibición depende sólo de la concentración del in- 
hibidor y el aumento de la concentración del sustrato no puede 
contrarrestarlo. En presencia de un inhibidor no competitivo, 
una parte de las moléculas de la enzima siempre se encuentra 
necesariamente inactiva en un instante determinado, no puede 
alcanzarse la velocidad máxima de la población de moléculas de 
enzima. Los efectos de la cinética de las enzimas en presencia 
de inhibidores no competitivos y competitivos se muestran en la 
figura 3-21. En un caso, la Y. está disminuida, y en el otro, 
la Ky está aumentada. En ambos tipos, la pendiente (KW Vad 
está aumentada en relación con la reacción sin inhibidores. 
Como se explica en la página 113, las células utilizan una versión 
de la inhibición no competitiva para regular la actividad de las 
enzimas clave de las vías metabólicas. 


REVISIÓN 


¿Cómo es posible tener una reacción caracterizada 
por una AG grande y una E, pequeña?, ¿y con una E, 
grande y una AG pequeña? 

Explique cómo las enzimas pueden ser tan específicas 
para los sustratos con los que se unen. 

Examine la figura 3-13 que ilustra los pasos en una 
reacción catalizada por enzimas y describa qué ocurre 
sin leer el pie de la figura. 

Distinga entre número de recambio y Y... 


N 


Y 


A 


Inhibición 
no competitiva 


Inhibición 
competitiva 


<|= 


Enzima 
no inhibida 


z 1 
K 8 


contra concentración del sustrato (a) o su recíproco (b). El inhibidor 
no competitivo reduce la Y. sin afectar la Kp mientras que el inhibi- 
dor competitivo aumenta la Ką sin afectar la Y... 
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Hace no mucho tiempo, se creía que la salud de los seres humanos ya no 
se vería amenazada por infecciones bacterianas graves. Las enfermeda- 
des bacterianas, como lepra, neumonía, gonorrea y docenas más se cura- 
ban con la administración de alguno de varios antibióticos, compuestos 
que matan bacterias en forma selectiva sin dañar al hospedador humano 
en el que crecen. Este estado ha cambiado mucho en los últimos 20 años 
conforme las bacterias patógenas se vuelven cada vez más resistentes a 
estos “fármacos maravilla”, lo que causa la muerte a muchas personas 
que en alguna época se hubieran tratado con éxito. Incluso la tuberculo- 
sis, que casi había desaparecido de los países desarrollados, ha resurgido 
en todo el mundo en una forma denominada XDR (extremadamente 
resistente a fármacos) que es casi intratable. Se teme que la tuberculosis 
XDR esté a punto de convertirse en una crisis mayor de salud mundial. 
Para agravar la situación, la industria farmacéutica ha limitado mucho 
los recursos dedicados al desarrollo de nuevos antibióticos. En general, 
este cambio de acción en la industria farmacéutica se atribuye a 1) la 
falta de incentivos financieros, los antibióticos sólo se toman por un pe- 
riodo corto (a diferencia de los fármacos prescritos para enfermedades 
crónicas, como diabetes o depresión); 2) los antibióticos nuevos corren 
el riesgo de tener una vida corta en el mercado porque las bacterias se 
vuelven resistentes a cada producto sucesivo, y 3) los antibióticos más 
eficaces se mantienen fuera del uso extenso y se conservan como último 
recurso para cuando fallan otros fármacos. Se han discutido mucho las 
ideas para la formación de instituciones no lucrativas para el desarrollo 
de nuevos antibióticos. 

En esta sección se presenta una breve revisión del mecanismo de 
acción de los antibióticos, sobre todo los dirigidos a enzimas, que son 
tema de este capítulo, y al desarrollo de la resistencia bacteriana. La 
mayor parte de los antibióticos proviene de productos naturales, produ- 
cidos por microorganismos para matar a otros microorganismos. Hay 
varios tipos de blancos en las células bacterianas que son muy vulnera- 
bles e incluyen los siguientes. 


1. Enzimas implicadas en la síntesis de la pared celular bacteriana. La peni- 
cilina y sus derivados (p. ej., meticilina) son análogos estructurales de los 
sustratos de una familia de transpeptidasas que catalizan las reacciones 
finales de enlaces cruzados para dar su rigidez a la pared celular. Si estas 
reacciones no ocurren, no se desarrolla una pared celular rígida. La pe- 
nicilina es un inhibidor irreversible de las transpeptidasas; el antibiótico 
se adapta al sitio activo de estas enzimas, forma un complejo unido por 
un enlace covalente que no puede desplazarse. El antibiótico vancomi- 
cina (que originalmente proviene de un microorganismo que vive en 
muestras de tierra tomadas de Borneo) inhibe la transpeptidación me- 
diante la unión con el sustrato peptídico de la transpeptidasa, en lugar 
de unirse con la enzima misma. En condiciones normales, el sustrato 
de la transpeptidasa termina en un dipéptido D-alanina-D-alanina. Para 
volverse resistente a la vancomicina, una célula bacteriana debe sinteti- 
zar una terminación alternativa que no se una con el fármaco, lo cual es 
un proceso que requiere la adquisición de varias actividades enzimáticas 
nuevas. Como resultado, la vancomicina es el antibiótico al cual las bac- 
terias tienen menor capacidad para desarrollar resistencia y por tanto, 
casi siempre se administra como último recurso cuando otros antibióti- 
cos fallaron. Por desgracia, en años recientes surgieron cepas resistentes a 
vancomicina de varias bacterias, incluido Staphylococcus aureus, el cual es 
un habitante frecuente de la piel y la cavidad nasal. Aunque por lo gene- 
ral es relativamente innocuo, este organismo es la causa más frecuente de 
infecciones que ponen en peligro la vida de pacientes hospitalizados que 
tienen heridas abiertas o sondas invasoras. Durante años, las cepas de S. 
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El problema creciente de la resistencia a antibióticos 


aureus resistente a meticilina (MRSA, methicillin—resistant S. aureus) han 
causado estragos en los pabellones de los hospitales, matando a decenas 
de miles de pacientes. Las infecciones por MRSA también empezaron 
a aparecer ya en instalaciones comunitarias, como gimnasios de escuelas 
preparatorias o estancias infantiles. En muchos casos, la vancomicina es 
el único fármaco que puede detener estas infecciones. Por consiguien- 
te, resultó alarmante el descubrimiento de que MRSA puede volverse 
resistente a la vancomicina mediante la adquisición de un cúmulo de 
genes de resistencia a la vancomicina de otra bacteria (E. faecium), que 
también es causa frecuente de infecciones intrahospitalarias. Hasta aho- 
ra, ningún MRSA resistente a la vancomicina ha podido establecerse en 
un hospital o instalación comunitaria, pero podría ser sólo cuestión de 
tiempo. Por tal razón, los especialistas en enfermedades infecciosas han 
solicitado a los hospitales a establecer mejores programas de higiene y a 
aislar a los pacientes ante el primer signo de infección. Está demostrado 
que dichas prácticas disminuyen la incidencia de infecciones letales en 
los sitios donde se han implementado. 


2. Componentes del sistema por el cual las bacterias se duplican, transcriben 
y traducen su información genética. Aunque las bacterias y las células eu- 
cariotas tienen un sistema similar para almacenar y utilizar la informa- 
ción genética, hay muchas diferencias entre los dos tipos de células que 
pueden aprovechar los farmacólogos. Por ejemplo, la estreptomicina y 
las tetraciclinas se unen con los ribosomas bacterianos, pero no con los 
ribosomas eucariotas. Las quinolonas, como la ciprofloxacina, son un 
ejemplo raro de antibióticos sintéticos por completo (o sea, no se basan 
en productos naturales). Las quinolonas inhiben la enzima DNA girasa, 
necesaria para la replicación del DNA bacteriano. 

Casi todos los nuevos antibióticos son derivados de compuestos 
existentes sometidos a modificaciones químicas en el laboratorio. Por 
lo general, los compuestos nuevos se detectan de dos formas. El com- 
puesto se somete a prueba para valorar su capacidad para matar células 
bacterianas que crecen en una caja de cultivo o en un animal de labora- 
torio, o se valora su capacidad para unirse e inhibir una proteína blanco 
particular que se purificó a partir de células bacterianas. Se esperaba 
que la secuenciación del genoma de las bacterias que comenzó en 1995 
condujera a la identificación de muchos nuevos blancos farmacológicos, 
pero no ha sido así. Un hecho notable es que sólo se han desarrollado 
y aprobado dos clases nuevas de antibióticos desde 1963. Una de estas 
clases incluye al antibiótico linezolida, introducido en el año 2000, que 
actúa de manera específica en los ribosomas bacterianos e interfiere con 
la síntesis proteínica. La otra nueva clase de antibiótico, introducida en 
2003 y representada por la daptomicina, son lipopéptidos cíclicos y alte- 
ran la función de la membrana bacteriana. Muchos investigadores espe- 
ran que la linezolida y la daptomicina se usen poco para poder mantener 
la resistencia al mínimo. 


3. Enzimas que catalizan las reacciones metabólicas específicas de las bac- 
terias. Las sulfas son antibióticos eficaces porque se parecen mucho al 
compuesto ácido p-aminobenzoico (PABA), 
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Fármacos tipo sulfa 


que las bacterias convierten por medios enzimáticos en la coenzima 
esencial ácido fólico. Como los seres humanos carecen de una enzi- 
ma que sintetice ácido fólico, deben obtener esta coenzima esencial en 
la dieta y por consiguiente, los fármacos tipo sulfa no tienen efecto 
en el metabolismo de seres humanos. 


Las bacterias se vuelven resistentes a los antibióticos mediante 
varios mecanismos distintivos, muchos de los cuales pueden ilustrarse 
con el ejemplo de la penicilina. La penicilina es un lactámico ß; o sea, 
contiene un anillo lactámico B de cuatro elementos (mostrado en color). 
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Para el decenio de 1940, los investigadores habían descubierto que cier- 
tas bacterias tienen una enzima llamada lactamasa B (o penicilinasa) 
que puede abrir el anillo lactámico, lo que vuelve al compuesto innocuo 
para la bacteria. Cuando se introdujo la penicilina como antibiótico du- 
rante la Segunda Guerra Mundial, ninguna de las bacterias principales 
causantes de enfermedad tenía un gen para lactamasa B. Esto puede 
comprobarse si se examina el DNA de las bacterias descendientes de los 
cultivos de laboratorio que se iniciaron en la era previa a los antibióticos. 
Ahora, el gen de la lactamasa B está presente en una gran variedad de 
bacterias infecciosas y la producción de esta enzima en dichas bacterias 
es la principal causa de resistencia a la penicilina. ¿Cómo adquirieron el 
gen estas especies? 

La presencia difundida del gen para lactamasa f ilustra la facili- 
dad con la que los genes pueden diseminarse de una bacteria a otra, no 
sólo entre las células de una especie determinada, sino también entre 
especies. Esto ocurre de varias formas, como la conjugación (mostrada 
en la fig. 1-13), en la que el DNA pasa de una célula bacteriana a otra; 
transducción, en la que el gen bacteriano se traslada de una célula a otra 
en un virus, y transformación, en la que la célula bacteriana es capaz 
de captar DNA desnudo de su medio circundante. Los farmacólogos 
han intentado contrarrestar la diseminación de la lactamasa B mediante 


3.3 METABOLISMO 


El metabolismo es el conjunto de reacciones bioquímicas que 
ocurren en una célula, que incluye una enorme diversidad de 
conversiones moleculares. La mayor parte de estas reacciones 
puede agruparse en vías metabólicas que contienen una secuen- 
cia de reacciones químicas en las que cada reacción está catali- 
zada por una enzima específica y el producto de una reacción es 
el sustrato de la siguiente. Las enzimas que constituyen una vía 
metabólica casi siempre están confinadas a una región de la cé- 
lula, como las mitocondrias o el citosol. Cada vez más evidencia 
sugiere que las enzimas de una vía metabólica a menudo tienen 
vínculos físicos entre sí, una característica que permite al produc- 
to de una enzima pasar directamente como sustrato al sitio activo 
de la siguiente enzima en la secuencia de reacciones. 

Los compuestos formados en cada paso de la vía son inter- 
mediarios metabólicos (o metabolitos) que al final conducen a la 
formación de un producto terminal. Los productos terminales 
son moléculas con una función particular en la célula, como un 
aminoácido que puede incorporarse en un polipéptido, o un azú- 
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la síntesis de derivados de penicilina (p. ej., meticilina) que son más 
resistentes a la enzima hidrolítica. Como podría esperarse, la selección 
natural conduce pronto a la evolución de las bacterias cuya lactamasa B 
puede dividir las nuevas formas de antibiótico. 

No todas las bacterias resistentes a la penicilina han adquirido un 
gen de lactamasa B. Algunas son resistentes porque tienen modificacio- 
nes en su pared celular que bloquean la entrada del antibiótico; otras son 
resistentes porque pueden exportar de manera selectiva el antibiótico 
una vez que ingresa a la célula; otras más son resistentes porque tie- 
nen transpeptidasas modificadas que no se unen con el antibiótico. Por 
ejemplo, la meningitis bacteriana se debe a la bacteria Neisseria meningi- 
tidis, que aún no presenta evidencia de haber adquirido lactamasa B. No 
obstante, estas bacterias son cada vez más resistentes a la penicilina por- 
que sus transpeptidasas perdieron la afinidad por los antibióticos como 
resultado de mutaciones en el gen que codifica la enzima. 

El problema de la resistencia farmacológica no se limita a en- 
fermedades bacterianas, se ha convertido en un problema mayor en el 
tratamiento del sida. A diferencia de las bacterias, cuyas enzimas para 
replicar el DNA operan con un nivel de exactitud muy alto, la enzima 
que replica el virus del sida (VIH) llamada, transcriptasa inversa, comete 
muchos errores, lo que genera un alto índice de mutación. Este elevado 
índice de error (alrededor de un error por cada 10000 bases duplicadas), 
junto con la alta velocidad de replicación viral (una persona produce 
>10* partículas virales al día), hace muy probable que en una persona 
surjan variantes resistentes a los fármacos conforme continúa el trata- 
miento. Este problema se combate con las medidas siguientes. 


mM Con la administración de varios fármacos dirigidos a distintas enzi- 
mas virales, lo cual reduce mucho la probabilidad de que surja una 
variante resistente a todos los fármacos. 

m Con el diseño de fármacos que interactúan con las porciones más 
conservadas de cada enzima enfocada; es decir, las porciones cuyas 
mutaciones tienen mayor probabilidad de producir una enzima de- 
fectuosa. Este punto subraya la importancia de conocer la estructura 
y función de la enzima blanco, así como de la forma en que los fár- 
macos potenciales interactúan con ese blanco. 


car que puede consumirse por su contenido energético. Las vías 
metabólicas de una célula están interconectadas en varios puntos, 
de manera que un compuesto generado en una vía puede tras- 
ladarse en varias direcciones, según las necesidades de la célula 
en ese momento. Esta sección se concentra en los aspectos del 
metabolismo que conducen a la transferencia y utilización de la 
energía química ya que este tema es uno que se tratará en todo 


el libro. 


Generalidades del metabolismo 


Las vías metabólicas pueden dividirse en dos grandes tipos. 
Las vías catabólicas desensamblan moléculas complejas en 
productos más sencillos. Las vías catabólicas tienen dos fun- 
ciones: ponen a disponibilidad materias primas a partir de las 
cuales pueden sintetizarse otras moléculas, y aportan la energía 
química necesaria para muchas actividades de la célula. Como 
se explicará a detalle, la energía liberada en las vías catabólicas se 
almacena temporalmente en dos formas: como fosfatos de alta 
energía (sobre todo ATP) y como electrones de alta energía 
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(sobre todo en NADPH). Las vías anabólicas conducen a la 
síntesis de compuestos más complejos a partir de materiales 
iniciales más sencillos. Las vías anabólicas requieren energía 
y utilizan la energía química liberada por las vías catabólicas 
exergónicas. 

La figura 3-22 muestra un perfil muy simplificado de las 
formas en que se interconectan las principales vías anabólicas y 
catabólicas. Las macromoléculas primero se desensamblan (hi- 
drolizan) en los bloques de construcción de los que están hechos 
(etapa I, fig. 3-22). Una vez que las macromoléculas se hidroli- 
zaron en sus componentes (aminoácidos, azúcares y ácidos gra- 
sos), la célula puede usar de nuevo los bloques de construcción 
directamente para 1) formar otras macromoléculas de la misma 
clase (etapa I), 2) convertirlos en compuestos distintos para ob- 
tener otros productos o 3) degradarlos más (etapas II y III, fig. 
3-22) y extraer una medida de su contenido de energía libre. 

Las vías de degradación de los diversos bloques de cons- 
trucción de macromoléculas varían según el compuesto particu- 
lar que se catalice. Sin embargo, al final todas estas moléculas se 
convierten en una pequeña variedad de compuestos que pueden 
metabolizarse en forma similar. Por tanto, aunque las sustancias 
inician como macromoléculas con estructuras muy diferentes, se 
convierten en vías catabólicas en los mismos metabolitos de bajo 
peso molecular. Por tal razón, se dice que las vías catabólicas son 
convergentes. 

Un hecho notable es que las reacciones químicas y las vías 
metabólicas descritas en este capítulo se encuentran en todas 
las células vivas, desde la bacteria más simple hasta la planta o 
animal más complejos. Es evidente que estas vías aparecieron 
muy temprano y se han conservado durante el curso de toda la 
evolución biológica. 


Oxidación y reducción: un asunto de electrones 


Tanto las vías catabólicas como las anabólicas incluyen reaccio- 
nes clave en las que se transfieren electrones de un reactivo a otro. 
Las reacciones que implican un cambio en el estado electrónico 
de los reactivos se llaman reacciones de oxidación-reducción (o 
redox). Los cambios de este tipo implican ganancia o pérdida de 
electrones. Considérese la conversión de hierro metálico (Fe?) al 
estado ferroso (Fe?*), en el que el átomo de hierro pierde un par 
de electrones, con lo que adquiere un estado positivo. Cuando un 
átomo pierde uno o más electrones, se dice que se oxida. La reac- 
ción es reversible, lo que significa que los iones ferrosos pueden 
convertirse en hierro metálico, un estado más negativo, mediante 
la adquisición de un par de electrones. Cuando un átomo gana 
uno o más electrones, se dice que se reduce. 

Para que el hierro metálico se oxide, debe haber alguna sus- 
tancia que acepte los electrones que libera. Por el contrario, para 
que los iones ferrosos se reduzcan, debe haber alguna sustancia 
que done los electrones necesarios. En otras palabras, la oxida- 
ción de un reactivo debe acompañarse de la reducción simultánea 
de algún otro, y viceversa. Una posible reacción con el hierro sería 


Fe + Cu?* = Fe?* + Cul 


La sustancia que se oxida durante una reacción de redox, o sea 
la que pierde los electrones, se llama agente reductor, y el que 
se reduce, o sea el que gana electrones, se llama agente oxidante. 


Proteínas 


Hexosas, pentosas | 


Acetil-CoA 


FIGURA 3-22 Tres etapas del metabolismo. Las vías catabólicas (flechas 
verdes hacia abajo) convergen para formar metabolitos comunes y con- 
ducen a la síntesis de ATP en la etapa III. Las vías anabólicas (flechas 
azules hacia arriba) inician de unos cuantos precursores en la etapa III y 
utilizan ATP para sintetizar una gran variedad de materiales celulares. 
Las vías metabólicas para los ácidos nucleicos son más complejas y no se 
muestran aquí. (TOMADA DE A. L. LEHNINGER, BIOCHEMISTRY, 2ND ED. 
1975. WoRrTH PUBLISHERS, New York.) 


La oxidación o reducción de los metales, como el hierro o 
el cobre, implica la pérdida o ganancia completa de electrones. 
No puede ocurrir lo mismo con la mayor parte de los compues- 
tos orgánicos por la siguiente razón: la oxidación y reducción 
de sustratos orgánicos durante el metabolismo celular impli- 
ca átomos de carbono unidos en forma covalente con otros 
átomos. Como se explicó en el capítulo 2, cuando un par de 
electrones es compartido por dos átomos, los electrones son 
atraídos con más fuerza a uno de los dos átomos del enlace 
polarizado. En un enlace C—H, el átomo de carbono ejerce la 
atracción más fuerte de los electrones, por lo que puede decirse 
que el átomo de carbono se encuentra en estado reducido. En 
cambio, si un átomo de carbono está unido con un átomo más 
electronegativo, como en un enlace C—O o en uno C—N, los 
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Dióxido de carbono 
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— Enlace covalente en el que el átomo de carbono tiene mayor parte del par de electrones 
— Enlace covalente en el que el átomo de oxígeno tiene la mayor parte del par de electrones 


FIGURA 3-23 El estado de oxidación de un átomo de carbono depende 
de los otros átomos con los que está unido. Cada átomo de carbono 
puede formar un máximo de cuatro enlaces con otros átomos. Esta serie 
de moléculas sencillas de un carbono ilustra los diversos estados de oxi- 


electrones son jalados lejos del átomo de carbono, que entonces 
se encuentra en estado oxidado. Como el carbono tiene cuatro 
electrones en la capa externa que puede compartir con otros 
átomos, puede encontrarse en diversos estados de oxidación. 
Esto se ilustra por el átomo de carbono en una serie de molécu- 
las de un carbono (fig. 3-23) que van desde el estado reducido 
total en el metano (CH) hasta el estado totalmente oxidado en 
el dióxido de carbono (CO,). El estado de oxidación relativa 
de una molécula orgánica puede determinarse a grandes rasgos 
si se cuenta el número de átomos de hidrógeno frente a los de 
oxígeno y nitrógeno por átomo de carbono. Como se explica 
más adelante, el estado de oxidación de los átomos de carbono 
en una molécula orgánica representa una medida del contenido 
de energía libre de la molécula. 


La captura y utilización de energía 


Los compuestos que se usan como combustibles químicos para 
el funcionamiento de las calderas y automóviles son compuestos 
orgánicos muy reducidos, como el gas natural (CH) y deriva- 
dos del petróleo. La energía se libera cuando estas moléculas se 
queman en presencia de oxígeno, lo que cambia a los carbonos 
a un estado más oxidado, como en los gases dióxido de carbono 
y monóxido de carbono. El grado de reducción de un compues- 
to también es una medida de su capacidad para realizar trabajo 
químico dentro de la célula. Mientras más átomos de hidrógeno 
puedan quitarse a una molécula de “combustible”, más ATP po- 
drá producirse al final. Los carbohidratos son ricos en energía 


química porque contienen cadenas de unidades (H—C—0OH). 


Las grasas contienen aún más energía porque tienen cadenas de 


unidades más reducidas (H—C— H). La explicación siguiente 


se concentra en los carbohidratos. 
Como único bloque de construcción del almidón y el glu- 
cógeno, la glucosa es una molécula clave en el metabolismo 


dación en los que puede existir un átomo de carbono. En su estado más 
reducido, el carbono se enlaza con cuatro hidrógenos (forma metano); en 
su estado más oxidado, el átomo de carbono está unido con dos oxígenos 
(forma dióxido de carbono). 


energético tanto de plantas como de animales. La energía libre 
obtenida de la oxidación completa de la glucosa es muy grande: 


C.A,¿0, + 6 O, > 6 CO, + 6 H,O 
AG” = —686 kcal/mol 


En comparación, la energía necesaria para convertir ADP en 
ATP es relativamente pequeña: 


ADP +P,_>ATP+H,O  AG”=+7,3 kcal/mol 


Con base en estas cifras resulta evidente que la oxidación com- 
pleta de una molécula de glucosa hasta CO, y H,O puede li- 
brar energía suficiente para producir una gran cantidad de ATP. 
Como se explica en el capítulo 5, se forman hasta 36 moléculas 
de ATP por cada molécula de glucosa oxidada en condiciones 
que existen en la mayor parte de las células. Para producir esta 
gran cantidad de moléculas de AT'P, la molécula de azúcar se 
desensambla en muchos pasos pequeños. Los pasos en los que la 
diferencia de energía libre entre los reactivos y los productos es 
relativamente grande pueden acoplarse a reacciones que condu- 
cen a la formación de ATP. 

Existen dos etapas básicas en el catabolismo de la glucosa 
y son idénticas en todos los organismos aerobios. La primera 
etapa, la glucólisis, ocurre en la fase soluble del citoplasma (el 
citosol) y conduce a la formación de piruvato. La segunda etapa 
es el ciclo del ácido tricarboxílico (o TCA, tricarboxylic acid cy- 
cle), que ocurre dentro de las mitocondrias de células eucariotas 
y en el citosol de las procariotas; conduce a la oxidación final 
de los átomos de carbono hasta dióxido de carbono. La mayor 
parte de la energía química de la glucosa se almacena en forma 
de electrones de alta energía, que se retiran conforme se oxidan 
las moléculas de sustrato durante la glucólisis y el ciclo TICA. 
Es la energía de estos electrones la que al final se utiliza para 
sintetizar ATP. Las páginas siguientes se enfocan en los pasos de 
la glucólisis, la primera etapa de la oxidación de la glucosa, que 
ocurre sin participación del oxígeno. Se supone que esta es la vía 
de captura energética que utilizaron los primeros ancestros anae- 


108 Capítulo 3 BIOENERGÉTICA, ENZIMAS Y METABOLISMO 


i Fosfoglucosa 
Hexocinasa 


isomerasa 


CH,OPO 


(0) 
H AG” =-4.0 i H H AG” = +0.4 
1 === 
OH i ADP OH OH 
H OH 


Glucosa 6-fosfato 


Glucosa 


0 0 0 
I (8) j (7) I 


C=0 Fosfogliceromutasa =0 Fosfoglicerato 


E cinasa 
HCOPO; e HCOH pra 
CHOH  2G75+L1 CHoPOz ADP 


2-Fosfo- 3-Fosfo- AA 
glicerato glicerato 


H OH 


Enolasa Il 
AG” = +0.4 


© 


Piruvato cinasa 
AG” = -7.5 


ADP > 


e 
C—o—POg 
CH, 


Fosfoenolpiruvato 


H,O 


CH; 


Piruvato 


róbicos y se mantiene como la principal vía anabólica utilizada 
por organismos anaeróbicos que todavía viven hoy. El desarrollo 
de la oxidación de la glucosa se completa en el capítulo 5, cuan- 
do se describan las mitocondrias y su función en la respiración 
aeróbica. 


Glucólisis y formación de ATP Las reacciones de la glucó- 
lisis y las enzimas que las catalizan se muestran en la figura 3-24. 
Antes de explicar las reacciones específicas, puede señalarse un 
punto importante acerca de la termodinámica del metabolismo. 
En una explicación previa se subrayó la diferencia entre AG y 
AG”; es la AG para una reacción particular la que determina su 
dirección en la célula. Las mediciones reales de las concentracio- 
nes de los metabolitos en la célula pueden revelar el valor de AG 
para una reacción en un momento determinado. La figura 3-25 
muestra los valores típicos de AG medida para las reacciones de 
la glucólisis. En cambio con los valores de AG” de la figura 3-24, 
todas las reacciones salvo tres tienen valores de AG cercanos a 
cero; es decir, están cerca del equilibrio. Las tres reacciones que 
están lejos del equilibrio, lo que las hace irreversibles en la célula, 
aportan la fuerza impulsora que mueve a los metabolitos por la 
vía glucolítica en forma dirigida. 

En 1905, dos químicos británicos, Arthur Harden y Wi- 
lliam Young, estudiaban la degradación de la glucosa en células 
de levaduras, un proceso que genera burbujas de CO,. Harden y 
Young notaron que al final el burbujeo disminuía y se detenía, 
aunque todavía había mucha glucosa para metabolizar. Al pare- 
cer, algún otro componente esencial del caldo se había agotado. 
Después de experimentar con varias sustancias, los químicos en- 
contraron que la adición de fosfatos inorgánicos activaba la re- 
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FIGURA 3-24 Los pasos de la glucólisis. 


5.3 kcal 


Cambio de energía libre (AG) en la célula 


FIGURA 3-25 Perfil de energía libre de la glucólisis en el eritrocito hu- 
mano. Todas las reacciones están en o cerca del equilibrio, salvo las ca- 
talizadas por hexocinasa, fosfofructocinasa y piruvato cinasa, que tienen 
grandes diferencias de energía libre. En la célula, todas las reacciones 
deben proceder con un declive en la energía libre; los ligeros aumentos 
en esta energía mostrados aquí en varios pasos deben considerarse deri- 
vados de errores en mediciones experimentales de las concentraciones de 
metabolitos. (TomaDA DE A. L. LEHNINGER, BIOCHEMISTRY, 2ND ED. 
1975. WorTH PUBLISHERS, New YorK.) 


acción de nuevo. Concluyeron que la reacción agotaba el fosfato, 
el primer indicio de que los grupos fosfatos participan en las vías 
metabólicas. La importancia del grupo fosfato se ilustra en las 
reacciones iniciales de la glucólisis. 

La glucólisis inicia con la unión del azúcar con un grupo 
fosfato (paso 1, fig. 3-24) a expensas de una molécula de ATP. 
El uso de ATP en esta etapa puede considerarse una inversión 
energética, el costo para ingresar al “negocio” de oxidación de la 
glucosa. La fosforilación activa al azúcar, la capacita para partici- 
par en reacciones subsiguientes en las que los grupos fosfatos se 
mueven y transfieren a otros aceptores. La fosforilación también 
disminuye la concentración citoplásmica de glucosa, lo que fo- 
menta la difusión continua del azúcar desde la sangre a la célula. 
La glucosa-6-fosfato se convierte en fructosa-6-fosfato y luego 
en fructosa 1,6-difosfato a expensas de una segunda molécula de 
ATP (pasos 2, 3). El difosfato de seis carbonos se divide en dos 
monofosfatos de tres carbonos (paso 4), lo que establece las con- 
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diciones para la primera reacción exergónica con la que puede 
acoplarse la formación de ATP. Ahora se describe la formación 
de ATP. 

El ATP se forma de dos maneras distintas, ambas ilus- 
tradas por una reacción química de la glucólisis: la conversión 
de gliceraldehído-3-fosfato en 3-fosfoglicerato (pasos 6, 7). La 
reacción general es una oxidación de un aldehído en un ácido 
carboxílico (como en la fig. 3-23), y ocurre en dos pasos catali- 
zados por dos enzimas diferentes (fig. 3-24). La primera de estas 
enzimas requiere un cofactor no proteínico (una coenzima), Ila- 
mado dinucleótido de nicotinamida adenina (NAD), para cata- 
lizar la reacción. Como resulta evidente en este y los siguientes 
capítulos, NAD tiene una función importante en el metabolismo 
energético mediante la aceptación y donación de electrones. La 
primera reacción (fig. 3-26a,%) es una oxidación-reducción en 
la que dos electrones y un protón (equivalente a un ion hidruro, 
:¿H>) se transfieren del gliceraldehído 3-fosfato (que se oxida) 


FIGURA 3-26 La transferencia de energía durante una 
oxidación química. La oxidación de gliceraldehído 
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FIGURA 3-27 La estructura de NAD* y su reducción a NADH. Cuan- 
do el 2' OH de la fracción ribosa (indicada por la pantalla color púrpura) 
forma un enlace covalente con un grupo fosfato, la molécula es NADP*/ 
NADPH, cuya función se explica más adelante en este capítulo. 


al NAD* (que se reduce). La forma reducida de la coenzima es 
NADH (fig. 3-27). Una enzima que cataliza este tipo de reac- 
ción se conoce como deshidrogenasa; la enzima que cataliza la 
reacción mencionada es gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa. La 
molécula de NAD*, que proviene de la vitamina niacina, actúa 
como una coenzima vinculada laxamente con la deshidrogenasa 
en posición para aceptar el ion hidruro (o sea, tanto los electrones 
como el protón). El NADH formado en la reacción se libera 
luego de la enzima a cambio de una molécula nueva de NAD*. 

En un momento se retomará esta reacción, pero antes se 
continuará con las consecuencias de la formación de NADH. El 
NADH se considera un compuesto de alta energía por la facili- 
dad con la que es capaz de transferir electrones a otras moléculas 
que atraen electrones. (Se dice que NADH tiene un alto poten- 
cial de transferencia de electrones en relación con otros acep- 
tores de electrones en la célula; cuadro 5-1.) Por lo general, los 
electrones se transfieren a NADH por una serie de transporta- 
dores de electrones incrustados en la membrana que constituyen 
una cadena de transporte de electrones. Conforme los electrones se 
mueven por esta cadena, pasan a un estado con menos energía 
libre cada vez y al final se trasladan al oxígeno molecular, que 
se reduce en agua. La energía liberada durante el transporte 
de electrones se utiliza para formar ATP mediante un proceso de 
fosforilación oxidativa. El transporte de electrones y la fosforila- 
ción oxidativa se revisan con detalle en el capítulo 5. 

Además de la vía indirecta para la formación de ATP que 
incluye al NADH y una cadena para transporte de electrones, la 
conversión de gliceraldehído 3-fosfato en 3-fosfoglicerato inclu- 
ye una vía directa para formación de ATP. En el segundo paso 
de esta reacción general (paso 7, figs. 3-24 y 3-26c), se transfiere 
un grupo fosfato del 1,3-difosfoglicerato al ADP para formar 
una molécula de ATP. La reacción está catalizada por la enzima 


fosfoglicerato cinasa. Esta vía directa para la formación de ATP 
se refiere como una fosforilación al nivel del sustrato, ya que 
ocurre por transferencia de un grupo fosfato de uno de los sus- 
tratos (en este caso, 1,3-difosfoglicerato) al ADP. Las reacciones 
restantes de la glucólisis (pasos 8 a 10), que incluyen una segunda 
fosforilación de ADP al nivel de sustrato (paso 10), se señalan en 
la figura 3-24. 

La fosforilación de ADP al nivel de sustrato ilustra un 
punto importante acerca del ATP. Su formación no es fan en- 
dergónica. En otras palabras, el ATP puede formarse con faci- 
lidad mediante reacciones metabólicas. Hay muchas moléculas 
fosforiladas cuya hidrólisis tiene una AG” más negativa que la 
del ATP. La figura 3-28 ilustra la AG” relativa para la hidróli- 
sis de varios compuestos fosforilados. Puede utilizarse cualquier 
donador más alto en la escala para fosforilar cualquier molécula 
en un sitio más bajo en la escala, y la AG” de esta reacción será 
igual a la diferencia entre los dos valores indicados en la figura. 
Por ejemplo, la AG” para la transferencia de un grupo fosfato de 
1,3-difosfoglicerato al ADP para formar ATP es igual a —4.5 
kcal/mol (-11.8 kcal/mol + 7.3 kcal/mol). Este concepto de 
potencial de transferencia es útil para comparar cualquier serie 
de donadores y aceptores, sin importar el grupo que se transfiere, 
ya sean protones, electrones, oxígeno o grupos fosfato. Las mo- 
léculas más altas en la escala; o sea, las que tienen mayor energía 
libre (—AG”'más grande), son moléculas con menor afinidad por 
el grupo que se transfiere en comparación con moléculas más 
bajas en la escala. Mientras menor sea la afinidad, es mejor el 
donador; a mayor afinidad, es mejor el aceptor. 
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FIGURA 3-28 Estratificación de compuestos por potencial de transfe- 
rencia de fosfato. Los compuestos fosforilados que ocupan un sitio más 
alto en la escala (aquéllos con AG”' de hidrólisis más negativa) tienen 
menor afinidad por su grupo fosfato que los compuestos más bajos en la 
escala. Como resultado, los compuestos más altos en la escala transfieren 
con facilidad su grupo fosfato para formar compuestos más bajos en la 
escala. Por tanto, los grupos fosfato pueden transferirse del 1,3-difosfato 
o fosfoenolpiruvato al ADP durante la glucólisis. 


Una característica importante de la glucólisis es que puede 
generar una cantidad limitada de moléculas de ATP en ausencia 
de oxígeno. Ni la fosforilación a nivel de sustrato del ADP por 
1,3-difosfoglicerato ni la fosforilación ulterior por el fosfoenol- 
piruvato (paso 10, fig. 3-24) requieren oxígeno molecular. Por 
tanto, la glucólisis puede considerarse una vía anaeróbica para la 
producción de ATP, lo que indica que puede proceder en ausen- 
cia de oxígeno molecular para continuar la generación de ATP. 
Se producen dos moléculas de ATP mediante la fosforilación a 
nivel del sustrato durante la glucólisis a partir de cada molécula 
de gliceraldehído 3-fosfato que se oxida a piruvato. Como cada 
molécula de glucosa produce dos moléculas de gliceraldehído 
3-fosfato, se generan cuatro moléculas de ATP por cada molé- 
cula de glucosa que se oxida hasta piruvato. Por otra parte, deben 
hidrolizarse dos moléculas de ATP para iniciar la glucólisis, lo 
que deja una ganancia neta celular de dos moléculas de ATP por 
cada glucosa oxidada. La ecuación neta para las reacciones de la 
elucólisis pueden escribirse así: 


Glucosa + 2 ADP + 2P, + 2NAD* > 
2 piruvato + 2 ATP + 2 NADH + 2 H* + 2 H,O 


El piruvato, producto final de la glucólisis, es un compuesto 
clave porque se encuentra en la unión entre las vías anaeróbica 
(independiente del oxígeno) y aeróbica (dependiente del oxíge- 
no). En ausencia de oxígeno molecular, el piruvato se somete a 
fermentación, como se explica en la sección siguiente. Cuando 
hay oxígeno disponible, el piruvato se somete a catabolismo adi- 
cional en la respiración aeróbica, como se explica en el capítulo 5. 


Oxidación anaeróbica del piruvato: el proceso de fer- 
mentación Ya se explicó que la glucólisis puede suministrar a 
la célula una pequeña cantidad neta de AT'P por cada molécula 
de glucosa convertida en piruvato. Sin embargo, las reacciones 
elucolíticas ocurren con tal rapidez que la célula es capaz de pro- 
ducir una cantidad considerable de ATP por esta vía. En realidad, 
diversas células, incluidas las levaduras, tumorales y musculares, 
dependen mucho de la glucólisis como medio para formación de 
ATP. Sin embargo, existe un problema que estas células deben 
confrontar. Uno de los productos de la oxidación del gliceralde- 
hído 3-fosfato es NADH. La formación de NADH ocurre a ex- 
pensas de uno de los reactivos, NAD+, del que las células tienen 
un suministro limitado. Como el NAD* es un reactivo necesario 
en este paso importante de la glucólisis, debe regenerarse a partir 
de NADH. De lo contrario, ya no puede producirse la oxidación 
del gliceraldehído 3-fosfato, tampoco podría ocurrir ninguna de 
las reacciones subsiguientes de la glucólisis. Sin embargo, sin oxí- 
geno el NADH no puede oxidarse a NAD* mediante la cadena 
transportadora de electrones porque el oxígeno es el aceptor final 
de electrones en la cadena. No obstante, las células son capaces de 
regenerar NAD* a través de la fermentación, la transferencia 
de electrones de NADH a piruvato, el producto final de la glu- 
cólisis, o un compuesto derivado del piruvato (fig. 3-29). Como 
la glucólisis, la fermentación ocurre en el citosol. Para la mayor 
parte de los organismos, que dependen de oxígeno, la fermenta- 
ción es un recurso provisional para regenerar NAD* cuando los 
niveles de oxígeno son bajos, de manera que la glucólisis pueda 
continuar y la producción de ATP pueda mantenerse. 

El producto de la fermentación varía de un tipo celular u 
organismo a otro. Cuando es necesario que las células musculares 


3.3 METABOLISMO 111 


Î 
z 
a 
CH3 
Piruvato 
Piruvato Lactato || HS-CoA Piruvato 
descarboxilasa //deshidrogenasa deshidrogenasa 
NADH + H* NAD* 
CO» CO» 
NAD* NADH + H* 
bs Pa o 
dl HCOH 
Acetaldehído 9 cii; 
CH, Acetil-CoA 
NADH + H+ 
Ma Lactato 
deshidrogenasa 
NAD+ 
al 
CH3 Oxidación aeróbica 
Alcohol etílico mediante el 
ciclo TCA 


— 
Oxidación anaeróbica de NADH 


FIGURA 3-29 Fermentación. La mayor parte de las células realizan respi- 
ración aeróbica, que depende de oxígeno molecular. Si los suministros de 
oxígeno disminuyen, como ocurre en una célula de músculo esquelético 
sometida a contracción extenuante o a una célula de levadura que vive en 
condiciones anaeróbicas, estas células son capaces de regenerar NAD+ 
mediante la fermentación. Las células musculares realizan la fermenta- 
ción mediante la síntesis de lactato, mientras que las células de levadura 
lo hacen mediante la formación de etanol. La oxidación aeróbica de pi- 
ruvato mediante el ciclo del TCA se describe con detalle en el capítulo 5. 


se contraigan en forma repetida, la concentración de oxígeno es 
demasiado baja para mantenerse al nivel de las demandas meta- 
bólicas de la célula. En estas condiciones, la célula muscular es- 
quelética regenera NAD* mediante la conversión de piruvato en 
lactato. Cuando se recupera el suministro de oxígeno suficiente, 
el lactato puede convertirse de nuevo en piruvato para continuar 
la oxidación. Las células de levaduras enfrentaron los desafíos 
de la vida anaeróbica con una solución metabólica distinta: con- 
vierten el piruvato en etanol, como se ilustra en la figura 3-29. 
Aunque la fermentación es un adjunto necesario para el 
metabolismo de muchos organismos, y la única fuente de ener- 
gía metabólica para algunos anaerobios, la energía ganada en la 
elucólisis sola es más magra que la obtenida con la oxidación 
completa de glucosa hasta dióxido de carbono y agua. Cuando se 
oxida por completo 1 mol de glucosa se liberan 686 kilocalorías. 
En comparación, sólo se liberan 57 kcal cuando esta misma can- 
tidad de glucosa se convierte en etanol en condiciones estándar 
y sólo 47 kcal cuando se convierte en lactato. En cualquier caso, 
se forman dos moléculas de ATP por cada molécula de glucosa 
oxidada mediante glucólisis y fermentación; más de 90% de la 
energía simplemente se descarta en el producto de la fermenta- 
ción (como lo demuestra la inflamabilidad del alcohol etílico). 
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Durante las etapas tempranas de la vida en la Tierra, cuando 
el oxígeno todavía no aparecía, es probable que la glucólisis y la 
fermentación fueran las principales vías metabólicas por las que 
las células procariotas primitivas obtenían energía de los azúca- 
res. Después de la aparición de las cianobacterias, el oxígeno de la 
atmósfera aumentó mucho y fue posible la evolución de una es- 
trategia metabólica aeróbica. Como resultado, todos los produc- 
tos de la glucólisis pudieron oxidarse por completo y fue posible 
obtener mucho más ATP. Este proceso se describe en el capítulo 
5, donde se explica la estructura y función de las mitocondrias. 


Poder reductor La energía necesaria para sintetizar molé- 
culas biológicas complejas, como las proteínas, grasas y ácidos 
nucleicos, se obtiene sobre todo del ATP generado por glucólisis 
y transporte de electrones. No obstante, muchos de estos mate- 
riales, sobre todo las grasas y otros lípidos, están más reducidos 
que los metabolitos a partir de los cuales se forman. La síntesis 
de grasa requiere la reducción de metabolitos, lo cual se hace 
mediante la transferencia de electrones de alta energía desde el 
NADPH, un compuesto de estructura similar al NADH, pero 
que contiene un grupo fosfato adicional (descrito en el pie de la 
fig. 3-27). El reservorio de NADPH en una célula representa su 
poder reductor, que es una medida importante del contenido 
energético útil de la célula. El uso de NADPH puede ilustrarse 


con una de las reacciones clave de la fotosíntesis: 


O O 


Il 
C— OPOZ CH 
| 
a + NADPH => aS + NADP+ + P. 
CH,OPO% CH,OPO% 
1,3-Difosfoglicerato Gliceraldehído 3-fosfato 
En esta reacción se transfiere un par de electrones (junto con 
un protón) de NADPH al sustrato 1,3-difosfoglicerato, lo que 
reduce un átomo de carbono (indicado en rojo). 
La forma oxidada de NADPH, NADP*, se forma a partir 
de NAD” en la reacción siguiente: 


NAD* + ATP = NADP+ + ADP 


entonces, NADPH puede formarse por la reducción de NADP*. 
Como NADH, el NADPH es un compuesto de alta energía por 
su alto potencial para transferencia de electrones. La transferen- 
cia de energía libre en la forma de estos electrones eleva al acep- 
tor a un estado más reducido, más energético. 

La separación del poder reductor en dos moléculas distintas, 
pero relacionadas, NADH y NADPH, refleja la separación de 
sus principales funciones metabólicas. Distintas enzimas reco- 
nocen al NADH y NADPH como coenzimas. Las enzimas que 
tienen una función papel reductora en las vías anabólicas utilizan 
NADPH como coenzima, mientras que las enzimas que actúan 
como deshidrogenasas en las vías catabólicas utilizan NAD*. 
Aunque se usan de manera distinta, una coenzima puede reducir 
a la otra en la reacción siguiente, catalizada por la enzima trans- 
hidrogenasa: 


NADH + NADP* = NAD+ + NADPH 


Cuando abunda la energía, la producción de NADPH es favo- 
recida, la cual aporta los electrones necesarios para la biosíntesis 
de nuevas macromoléculas que son esenciales para el crecimien- 
to. Sin embargo, cuando los recursos energéticos son escasos, la 
mayoría de los electrones de alta energía de NADH se “canjean” 
por ATP y sólo se genera NADPH suficiente para cubrir las 


necesidades biosintéticas mínimas de la célula. 


Regulación metabólica 


La cantidad de ATP presente en una célula en un momento 
determinado es sorprendentemente pequeña. Por ejemplo, una 
célula bacteriana contiene alrededor de 1 millón de moléculas 
de ATP, cuya semivida es muy corta (alrededor de 1 o 2 s). Con 
un suministro tan limitado, es evidente que el ATP no es una 
molécula en la que se almacena una gran cantidad total de ener- 
gía libre. Las reservas energéticas de una célula se almacenan 
en forma de polisacáridos y grasas. Cuando los niveles de ATP 
empiezan a descender, se inician las reacciones para aumentar la 
formación de ATP a expensas de las formas de almacenamiento 
ricas en energía. De la misma manera, cuando los niveles de ATP 
son altos, se inhiben las reacciones que conducen a su formación. 
Las células regulan estas importantes reacciones liberadoras de 
energía mediante el control de ciertas enzimas clave en varias 
vías metabólicas. 

La función de una proteína está muy relacionada con su es- 
tructura (o sea, conformación). Por lo tanto, no es sorprendente 
que las células regulen la actividad proteínica mediante el cambio 
en la conformación de proteínas clave. En el caso de las enzimas, 
la regulación de la actividad catalítica se enfoca en la modifica- 
ción de la estructura del sitio activo. Dos mecanismos frecuentes 
para alterar la forma del sitio activo de una enzima son la modi- 
ficación covalente y la modulación alostérica; ambas tienen una 
función clave en la regulación de la oxidación de la glucosa.* 


Alteración de la actividad enzimática mediante la modifi- 
cación covalente A mediados de la década de 1950, Edmond 
Fischer y Edwin Krebs de la University of Washington estudiaban 
la glucógeno fosforilasa, una enzima que se encuentra en las cé- 
lulas musculares y desensambla el glucógeno en sus subunidades 
de glucosa. La enzima podía existir en estado inactivo o activo. 
Fischer y Krebs prepararon un extracto crudo de células muscu- 
lares y encontraron que las moléculas enzimáticas inactivas del 
extracto podían activarse con la mera adición de ATP al tubo de 
ensayo. El análisis adicional reveló una segunda enzima en el ex- 
tracto, una “enzima convertidora”, como la llamaron, que transfe- 
ría un grupo fosfato del ATP a uno de los 841 aminoácidos que 
componían la molécula de glucógeno fosforilasa. La presencia 
del grupo fosfato alteraba la forma del sitio activo de la molécula 
enzimática y aumentaba su actividad catalítica. 

La investigación ulterior reveló que la modificación covalen- 
te de enzimas, como se ilustra con la adición (o eliminación) de 
fosfatos, es un mecanismo general para cambiar la actividad de las 
enzimas. Las enzimas que transfieren los grupos fosfato a otras 
proteínas se llaman proteína cinasas y regulan actividades tan 
diversas como la acción hormonal, división celular y expresión 


+El metabolismo también se regula mediante el control de las concentraciones 
de enzimas. En los capítulos siguientes se consideran las velocidades relativas 
con las que se sintetizan y degradan las enzimas. 


génica. La “enzima convertidora” descubierta por Krebs y Fischer 
luego se llamó fosforilasa cinasa, y su regulación se describe en 
la sección 15.3. Hay dos tipos distintos de proteína cinasa: uno 
agrega grupos fosfato a residuos específicos de tirosina en un sus- 
trato proteínico; el otro tipo agrega fosfatos a residuos específicos 
de serina o treonina en el sustrato. La importancia de las proteína 
cinasas se refleja en el hecho de que casi 2% de todos los genes 
de células de levadura (113 de casi 6 200) codifican miembros de 


esta clase de enzimas. 


Alteración de la actividad enzimática por modulación 
alostérica La modulación alostérica es un mecanismo en 
el que la actividad de una enzima se inhibe o estimula por un 
compuesto que se une con un sitio, el sitio alostérico, que ocupa 
un espacio distinto al sitio activo de la enzima. Como el colapso 
secuencial de una hilera de fichas de dominó, la unión de un 
compuesto con el sitio alostérico envía una “ola” que se expande 
por toda la proteína y provoca un cambio definido en la for- 
ma del sitio activo, el cual puede situarse en el lado contrario de 
la enzima, incluso en un polipéptido diferente de la molécula 
proteínica. Según la enzima particular y el modulador alostérico 
específico, el cambio en la forma del sitio activo puede estimular 
o inhibir su capacidad para catalizar la reacción. La modulación 
alostérica ilustra la relación íntima entre la estructura molecular 
y la función. Los cambios muy pequeños en la estructura de la 
enzima inducidos por el modulador alostérico pueden producir 
cambios notables en la actividad enzimática. 

Las células son plantas de manufactura muy eficientes que 
no desperdician energía y materiales en la producción de com- 
puestos que no se utilizan. Uno de los mecanismos principales 
que usan las células para apagar las líneas de ensamblaje anabó- 
lico es un tipo de modulación alostérica llamada inhibición por 
retroalimentación, en la que la enzima que cataliza el primer 
paso específico de una vía metabólica se desactiva temporal- 
mente cuando la concentración del producto final de esa vía, por 
ejemplo un aminoácido, alcanza cierto nivel. Esto se ilustra con 
la sencilla vía mostrada en la figura 3-30, en la que dos sustratos, 
A y B, se convierten en el producto final E. Conforme la concen- 
tración del producto E se eleva, se une con el sitio alostérico de 
la enzima BC, lo que induce un cambio en la conformación del 
sitio activo que disminuye la actividad enzimática. La inhibición 
por retroalimentación ejerce un control inmediato y sensible so- 
bre la actividad anabólica de una célula. 


Separación de vías catabólicas y anabólicas Una con- 
sideración breve de la vía anabólica que conduce a la síntesis de 
glucosa (gluconeogénesis) ilustra unos cuantos aspectos impor- 
tantes sobre las vías sintéticas. La mayor parte de las células es 
capaz de sintetizar glucosa a partir de piruvato al mismo tiempo 
que oxidan glucosa como su principal fuente de energía química. 
¿Cómo es que las células pueden usar estas dos vías opuestas? 
El primer punto importante es que, aunque las enzimas pue- 
den catalizar una reacción en ambos sentidos, las reacciones de la 
gluconeogénesis no pueden proceder con la simple inversión de 
las reacciones de la glucólisis. La vía glucolítica incluye tres re- 
acciones irreversibles por sus características termodinámicas (fig. 
3-25) y estos pasos deben evitarse de alguna manera. Incluso si 
todas las reacciones de la glucólisis pudieran revertirse, sería una 
forma muy indeseable para que la célula manejara sus actividades 
metabólicas, ya que las dos vías no podrían controlarse de mane- 
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FIGURA 3-30 Inhibición por retroalimentación. El flujo de metabolitos 
en una vía metabólica se detiene cuando la primera enzima de la vía (en- 
zima BC) se inhibe por el producto final de esa misma vía (compuesto 
E), el cual se une con un sitio alostérico en la enzima. La inhibición por 
retroalimentación impide que una célula desperdicie recursos al conti- 
nuar la producción de compuestos que ya no se requieren. 


ra independiente una de la otra. Por tanto, una célula no podría 
detener la síntesis de la glucosa y activar la degradación de la glu- 
cosa porque las mismas enzimas se activarían en ambos sentidos. 

Si se compara la vía por la cual se degrada la glucosa con la 
vía por la que se sintetiza, resulta aparente que algunas reacciones 
son idénticas, aunque proceden en sentido opuesto, mientras que 
otras son muy diferentes (pasos 1 a 3, fig. 3-31). Al usar distin- 
tas enzimas para catalizar reacciones clave diferentes en las dos 
vías opuestas, una célula puede solucionar tanto los problemas 
termodinámicos como los regulatorios inherentes al ser capaz de 
producir y degradar las mismas moléculas. 

Esto se puede apreciar mejor si se revisan de cerca las enzi- 
mas clave de la glucólisis y la gluconeogénesis. Como se indica 
en el paso 2 de la figura 3-31, la fosfofructocinasa, una enzima de 
la glucólisis cataliza la reacción 


Fructosa 6-fosfato + ATP = 
fructosa 1,6-difosfato + ADP 


que tiene una AG” de —3.4 kcal/mol, lo que la hace irreversible. 
La reacción tiene una — AG” tan grande porque está acoplada 
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FIGURA 3-31 Glucólisis en comparación con gluconeogénesis. Aun- 
que la mayor parte de las reacciones son las mismas en las dos vías, aun 
cuando corren en sentidos opuestos, las tres reacciones irreversibles de 
la glucólisis (pasos 1 a 3 aquí) se sustituyen en la vía gluconeogénica por 
distintas reacciones favorables desde el punto de vista termodinámico. 


con la hidrólisis del ATP. En la gluconeogénesis, la formación de 
fructosa 6-fosfato está catalizada por la enzima fructosa 1,6-di- 
fosfatasa por una simple hidrólisis: 


Fructosa 1,6-difosfato + H,O = 


fructosa 6-fosfato + P, AG” = —3.9 kcal/mol 


Las enzimas particulares de la glucólisis y la gluconeogéne- 
sis descritas antes son enzimas clave en sus vías respectivas. En 
parte, tales enzimas están reguladas por AMP y ATP. Téngase 
en mente que la concentración de AMP dentro de las células 
tiene una relación inversa con la concentración de ATP; cuando 
los niveles de ATP son bajos, los de AMP son altos y viceversa. 
Por consiguiente, las concentraciones altas de AMP indican a 
la célula que sus reservas de combustible ATP se agotan. Aun- 
que ATP es un sustrato para la fosfofructocinasa, también actúa 
como inhibidor alostérico, mientras que el AMP es un activador 
alostérico. Cuando las concentraciones de ATP son altas, la ac- 
tividad de la enzima disminuye, de manera que no se forma más 


ATP por glucólisis. Por el contrario, cuando los niveles de ADP y 


AMP son altos en relación con los de ATP, la actividad de la en- 
zima se intensifica, lo que fomenta la síntesis de ATP. En cambio, 
la actividad de la fructosa 1,6-difosfatasa, una enzima clave en la 
gluconeogénesis, se inhibe con concentraciones altas de AMP. 

La importancia de la modulación alostérica en el control 
metabólico se demuestra en los estudios recientes de la en- 
zima proteína cinasa activada por monofosfato de adenosina 
(AMPK). Como la fosforilasa descrita antes, la AMPK controla 
la actividad de otras enzimas mediante la adición de grupos fos- 
fato a residuos específicos de serina o treonina en su estructu- 
ra. La AMPK está regulada por AMP. Conforme aumentan las 
concentraciones de AMP, se activa la AMPK, lo que induce su 
fosforilación e inhibe a las enzimas clave de las vías anabólicas, 
al mismo tiempo que fosforila y activa enzimas clave en las vías 
catabólicas. El resultado final de la activación de AMPK es el 
descenso en la actividad de las vías que consumen ATP y aumen- 
to en la actividad de las vías que producen AT'P, lo que aumenta 
la concentración de ATP en la célula. La AMPK no sólo parti- 
cipa en la regulación de la energía celular, sino que al menos en 
los mamíferos, también participa en la regulación del equilibrio 
energético del cuerpo entero. En los mamíferos, el apetito está 
controlado por centros en el hipotálamo del cerebro que res- 
ponden a las concentraciones de ciertos nutrientes y hormonas 
en la sangre. Por ejemplo, un descenso en los niveles de glucosa 
sanguínea actúa sobre el hipotálamo para estimular el apetito, al 
parecer mediado por la activación de AMPK en las células ner- 
viosas hipotalámicas. Por el contrario, se cree que la sensación de 
“de estar satisfecho” que se experimenta después de comer está 
desencadenada por ciertas hormonas (p. ej., leptina secretada por 
las células adiposas) que inhiben la actividad de AMPK en las 
mismas células cerebrales. Por su función como “termostato” de 
energía, la AMPK se ha vuelto un blanco primario para el desa- 
rrollo de fármacos que traten la obesidad y la diabetes. 


REVISIÓN 


1. ¿Por qué las vías catabólicas se describen como conver- 
gentes mientras las anabólicas se describen como diver- 
gentes? 

2. Compárese la energía obtenida por una célula que oxi- 
da glucosa en forma anaeróbica y aeróbica. ¿Cuál es la 
diferencia en los productos finales de estos dos tipos de 
metabolismo? 

3. Explique qué significa potencial de transferencia de 
fosfato. ¿Cómo se compara el potencial de transferencia 
de fosfato del fosfoenolpiruvato con el del ATP? ¿Qué 
significa esto desde la perspectiva de la termodinámica 
(en términos de las AG” relativas de la hidrólisis)? ¿Qué 
significa en términos de afinidad por los grupos fosfato? 

4. ¿Por qué el poder reductor se considera una forma de 
energía? 

5. En la reacción en la que el gliceraldehído 3-fosfato 
se oxida hasta 3-fosfoglicerato, ¿qué compuesto actúa 
como agente reductor? ¿Cuál como agente oxidante? 
¿Qué compuesto se oxida? ¿Cuál se reduce? 

6. ¿Qué reacciones de la glucólisis están acopladas con la 
hidrólisis del ATP? ¿Qué reacciones implican fosforila- 
ción a nivel del sustrato? ¿Qué reacciones dependen de 
la fermentación o respiración aeróbica para continuar? 
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SINOPSIS 


La energía es la capacidad para realizar trabajo. La energía puede 
encontrarse en varias formas, incluidas química, mecánica, lumínica, 
eléctrica y térmica, que pueden convertirse unas en otras. Siempre que 
se intercambia energía, la cantidad total de ésta en el universo per- 
manece constante, pero hay una pérdida de energía, o sea la energía 
disponible para realizar más trabajo. La energía útil que se pierde por 
la entropía se debe al aumento en la aleatoriedad y desorden en el 
universo. Los organismos vivos son sistemas con baja entropía que se 
mantienen por el suministro constante de energía externa que al final 


provienen del sol (pág. 85). 


Toda transformación energética espontánea (exergónica) avanza de 
un estado de mayor energía libre a un estado de menor energía libre; 
la AG debe ser negativa. En una reacción química, AG es equivalente 
a la diferencia en el contenido de energía libre entre los reactivos y 
los productos. Mientras mayor sea la AG, más lejos está la reacción 
del equilibrio. Conforme procede la reacción, AG disminuye y llega a 
cero en el equilibrio. Para comparar los cambios energéticos durante 
distintas reacciones químicas, se determinan las diferencias de energía 
libre entre los reactivos y los productos para un conjunto estándar de 
condiciones y se denomina AG”, en la que AG” = —2,303 RT log Ko 
Las reacciones que tienen constantes de equilibrio mayores de 1 tienen 
valores de AG” negativos. Debe tenerse presente que AG”es un valor 
fijo que describe la dirección en la que avanza una reacción cuando la 
mezcla de reacción está en condiciones estándar. No tiene valor para 
conocer la dirección de una reacción en un momento particular en la 
célula; esto lo regula la AG, que depende de las concentraciones de 
reactivos y productos en ese momento. Las reacciones con valores 
de AG” positivos (como la reacción en la que el fosfato de dihidroxi- 
acetona se convierte en gliceraldehído 3-fosfato) pueden ocurrir en 
la célula porque la proporción entre los reactivos y los productos se 
mantiene en un valor superior al predicho por la K' 6 (pág. 87). 


La hidrólisis de ATP es una reacción muy favorable (AG”'= —7.3 
kcal/mol) y puede usarse para impulsar reacciones que de lo con- 
trario serían desfavorables. El uso de la hidrólisis ATP para impulsar 
reacciones desfavorables se ilustra con la síntesis de glutamina a partir 
del ácido glutámico y NH, (AG” = +3.4 kcal/mol). La reacción está 
impulsada por la formación de un intermediario común, el glutamil 
fosfato. La hidrólisis del ATP puede participar en tales procesos por- 
que la célula mantiene una proporción alta de [ATP]/[ADP], muy su- 
perior al nivel del equilibrio, lo que ilustra que el metabolismo celular 
opera en condiciones de no equilibrio. Esto no significa que todas las 
reacciones se mantengan fuera de equilibrio, sino que ciertas reaccio- 
nes de una vía metabólica ocurren con valores negativos grandes de 
AG, lo que las hace irreversibles en la célula y les permite impulsar 
la vía completa. Las concentraciones de reactivos y productos pueden 
mantenerse en valores de no equilibrio relativamente constantes (esta- 
do estable) dentro de la célula porque los materiales fluyen de manera 
continua hacia la célula desde el medio externo y los productos de 
desecho se eliminan en forma constante (pág. 89). 


Las enzimas son proteínas que aumentan mucho la velocidad de 
reacciones químicas específicas mediante la unión con reactivos y 
aumento de la probabilidad con la que éstos se convierten en pro- 
ductos. Como todos los catalizadores verdaderos, las enzimas existen 
en pequeñas cantidades, no sufren cambios irreversibles durante la 
reacción y no tienen efecto en la termodinámica de la reacción. Por 
lo tanto, las enzimas no pueden hacer que una reacción desfavorable 
(una con +AG) proceda hacia delante, tampoco pueden cambiar la 
proporción entre productos y reactivos en equilibrio. Como cataliza- 
dores, las enzimas sólo pueden aumentar la velocidad de las reacciones 
favorables, lo cual hacen en las condiciones de temperatura ligera y 
pH que existen en la célula. Las enzimas también se caracterizan por 
su especificidad hacia sus sustratos, por la catálisis muy eficiente sin 


productos intermedios indeseables y por la oportunidad para regular 


su actividad catalítica (pág. 92). 


Las enzimas actúan al reducir la energía de activación (£,), la ener- 
gía cinética que necesitan los reactivos para reaccionar. Como re- 
sultado, un porcentaje mucho más alto de moléculas reactivas tiene la 
energía necesaria para convertirse en productos en la presencia de una 
enzima. Las enzimas disminuyen la E, mediante la formación de un 
complejo enzima-sustrato. La parte de la enzima que se une con el 
(los) sustrato(s) se llama sitio activo, que también contiene las cadenas 
laterales de aminoácidos necesarias y/o cofactores para influir en los 
sustratos y facilitar así la transformación química. Entre los mecanis- 
mos que facilitan la catálisis, las enzimas son capaces de sostener a los 
reactivos en la orientación adecuada; pueden volver a los sustratos más 
reactivos al influir en su carácter electrónico, y son capaces de ejercer 
tensión física para debilitar ciertos enlaces dentro del sustrato (pág. 94). 


El metabolismo es el conjunto de reacciones bioquímicas que ocu- 
rren dentro de la célula. Estas reacciones pueden agruparse en vías 
metabólicas que contienen una secuencia de reacciones químicas en 
las que cada una está catalizada por una enzima diferente. Las vías 
metabólicas se dividen en dos grandes tipos: vías catabólicas, en las 
que los compuestos se desensamblan y se libera energía, y vías ana- 
bólicas que conducen a la síntesis de compuestos más complejos y 
utilizan energía almacenada en la célula. Las macromoléculas de dis- 
tintas estructuras se degradan por vías catabólicas hasta una cantidad 
relativamente pequeña de metabolitos de bajo peso molecular que 
proporcionan las materias primas a partir de las cuales divergen las 
vías anabólicas. Ambos tipos de vías incluyen reacciones de oxidación- 
reducción, en las que los electrones se transfieren de un sustrato a otro, 
lo que aumenta el estado de reducción del receptor e incrementa el 


estado de oxidación del donador (pág. 105). 


El estado de reducción de una molécula orgánica, medida por el 
número de hidrógenos por átomo de carbono, brinda una medida 
general del contenido energético de la molécula. Un mol de glu- 
cosa libera 686 kcal cuando se oxida por completo hasta CO, y H,O, 
mientras que la conversión de un mol de ADP en ATP requiere sólo 
7.3 kcal. Por tanto, la oxidación de una molécula de glucosa puede 
producir energía suficiente para generar una gran cantidad de molé- 
culas de ATP. La primera etapa en el catabolismo de la glucosa es la 
glucólisis, durante la cual la glucosa se convierte en piruvato, con una 
ganancia neta de dos moléculas de ATP y dos moléculas de NADH. 
Las moléculas de ATP se producen por fosforilación a nivel del sus- 
trato, en la que se transfiere un grupo fosfato de un sustrato al ADP. Se 
produce NADH por oxidación de un aldehído hasta ácido carboxílico 
con la transferencia acompañante de un ion hidruro (un protón y dos 
electrones) del sustrato a NAD*. En presencia de oxígeno, la mayor 
parte de las células oxidan el NADH mediante una cadena transpor- 
tadora de electrones, con formación de ATP por respiración aeróbica. 
En ausencia de oxígeno, se regenera NAD* por fermentación, en la 
cual los electrones de alta energía de NADH se usan para reducir el 
piruvato. La regeneración de NAD* es necesaria para que continúe la 


glucólisis (pág. 106). 


La actividad de una enzima a menudo está regulada por dos meca- 
nismos: modificación covalente y modulación alostérica. La modifi- 
cación covalente se realiza más a menudo por transferencia de un gru- 
po fosfato del ATP a uno o más residuos de serina, treonina o tirosina 
de la enzima en una reacción catalizada por una proteína cinasa. Los 
moduladores alostéricos actúan por la unión no covalente con un sitio 
en la enzima que se elimina del sitio activo. La unión del modulador 
altera la conformación del sitio activo, lo que aumenta o disminuye la 
actividad catalítica de la enzima. Un ejemplo frecuente de modulación 
alostérica es la inhibición por retroalimentación, en la que el producto 
final de una vía inhibe por mecanismos alostéricos la primera enzima 
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propia de esa vía. El mismo compuesto degradado por una vía catabóli- 
ca podría servir como producto final de una vía anabólica. Por ejemplo, 
la glucosa se degrada en la glucólisis y se sintetiza en la gluconeogéne- 
sis. Aunque las dos vías comparten la mayor parte de las enzimas, tres 


” 


enzimas clave son únicas de cada vía, lo que permite a la célula regular 
las dos vías de manera independiente y salvar lo que de otra manera 
serían reacciones irreversibles (pág. 112). 


PREGUNTAS ANALJTICAS 


10. 


11. 


12. 


¿Cómo espera que un descenso del pH afecte a una reacción 
catalizada por la quimotripsina? ¿Cómo se modificaría esta re- 
acción por un aumento en el pH? 


Por lo general, la inhibición por retroalimentación altera la ac- 

tividad de la primera enzima de una vía metabólica, en lugar de 

una de las enzimas ulteriores en la vía. ¿Por qué este fenómeno 
es adaptador? 

Después de revisar las reacciones de la síntesis de glutamina en 

la página 90, explique por qué es verdadera o falsa cada una de 

las declaraciones siguientes referentes a la tercera reacción (o en 
general). 

a. Sila reacción se escribiera al revés, su AG” sería +3.9 kcal/ 
mol. 

b. Si todos los reactivos y productos estuvieran en condicio- 
nes estándar al principio del experimento, después de cierto 
tiempo, la proporción [NH,]/[ADP] disminuiría. 

c. Conforme la reacción avanza, la AG” se aproxima a cero. 

d. En equilibrio, las reacciones hacia delante y en reversa son 
iguales y la proporción [AT'P]/[ADP] se vuelve 1. 

e. En la célula es posible que la glutamina se forme cuando la 
proporción [glutamina]/[ácido glutámico] es mayor de 1. 
Acaba de aislar una enzima nueva y calculó su velocidad de re- 
acción con tres concentraciones distintas del sustrato. Observa 
que la pendiente de la curva del producto contra el tiempo es 
la misma para las tres concentraciones. ¿Qué puede concluir 

sobre las condiciones de la mezcla de reacción? 

La lisozima es una enzima de acción lenta que requiere cerca 

de 2 s para catalizar una sola reacción. ¿Cuál es el número de 

recambio de la lisozima? 

En la reacción R =P, si 1 mol del producto (P) tiene la misma 

energía libre que 1 mol de reactivo (R), ¿cuál es el valor de la 

Ka de esta reacción? ¿Cuál es el valor de la AG”? 

¿Qué significa en términos de proporciones de concentración 

cuando se dice que la AG de la hidrólisis del ATP en la célula es 

cercana a —12 kcal/mol, mientras que la AG” es —7.3 kcal/mol? 


Las enzimas que están bajo regulación celular son aquéllas cu- 
yas reacciones casi siempre ocurren en condiciones de no equi- 
librio. ¿Cuál sería el efecto de la inhibición alostérica de una 
E 
enzima que opera cerca del equilibrio? 
En la reacción A =B, si la K”, ¿es 10°, ¿cuál es la AG”? ¿Cuál sería 
e e 

la AG” si se determinara que la K eq ES 1079? ¿Cuál es la K”, de la 
reacción de la hexocinasa indicada en la figura 3-24 (paso 1)? 


En 1926, James Sumner concluyó que la ureasa era una pro- 
teína, basado en el hecho de que los cristales de la enzima 
eran positivos para reactivos que reaccionaban con proteínas y 
negativos para aquéllos que reaccionaban con grasas, carbohi- 
dratos y otras sustancias. Su conclusión fue rebatida por otros 
enzimólogos, que encontraron que sus soluciones enzimáticas 
tan activas no contenían evidencia de proteína. ¿Cómo pueden 
reconciliarse estos hallazgos en apariencia opuestos? 

Sila reacción XA + Y = XY + A tiene una AG” de +7.3 kcal/ 
mol, ¿podría impulsarse esta reacción en la célula si se acoplara 
con la hidrólisis de ATP? ¿Por qué? 

En una serie de reacciones, A > B > C > D, se determinó 
que la constante de equilibrio para la segunda reacción (B > 


13. 


14. 


15. 


16. 


17. 


18. 


19. 


20. 


C) es 0.1. Se esperaría que la concentración de C en una célula 
viva fuera: 1) igual a B, 2) la décima parte de B, 3) menos de la 
décima de B, 4) 10 veces mayor que la de B, 5) más de 10 veces 
la de B. (Circule la respuesta correcta). 


La reacción del compuesto X con el compuesto Y para producir 
el compuesto Z es una reacción desfavorable (AG” = +5 kcal/ 
mol). Escriba las reacciones químicas que ocurrirían si se utili- 
zara ATP para impulsar la reacción. 


ATP evolucionó como la molécula central en el metabolismo 
energético. ¿Podría el 1,3-difosfoglicerato tener la misma fun- 
ción? ¿Por qué? 

Calcular la AG para la hidrólisis de ATP en una célula en la 
que la proporción [ATP]/[ADP] hubiera aumentado a 100:1, 
mientras la concentración de P, se mantiene en 10 mM. ¿Cómo 
se compara esto con la proporción de [ATP]/[ADP] cuando la 
reacción está en equilibrio y la concentración de Pi permanece 
en 10 mM? ¿Cuál sería el valor de AG cuando los reactivos y 
los productos se encontraran en condiciones estándar (1 M)? 


Considere la reacción: 


Glucosa + P: = glucosa 6-fosfato + H,O 
AG” = +3 kcal/mol 


¿Cuál es la constante de equilibrio, K’, para esta reacción? 
(Wota: se ignora la concentración del agua.) ¿La AG” positiva 
en la reacción previa significa que la reacción nunca puede ocu- 
rrir en forma espontánea de izquierda a derecha? 


En condiciones fisiológicas, [Glucosa] = 5 mM, [Glucosa 
6-fosfato] = 83 mM y [P,] = 1 mM. En estas condiciones, ¿la 
reacción del problema 16 ocurriría en forma espontánea de iz- 
quierda a derecha? De no ser así, ¿cuál sería la concentración de 
glucosa necesaria para que la reacción procediera de izquierda a 
derecha si las concentraciones de los otros reactivos y productos 
fueran las indicadas antes? 


Considérese la reacción: 
Glutamato + amoniaco = glutamina + H,O 


AG” = 


Si la concentración de amoniaco (NH,) es 10 mM, ¿cuál es la 
proporción de glutamato/glutamina necesaria para que la reac- 
ción ocurra en forma espontánea de izquierda a derecha a 25°C? 


+3.4 kcal/mol 


Debe estar claro que la síntesis de glutamina no puede ocurrir en 
una célula mediante la reacción descrita en el problema 18. La re- 
acción real acopla la síntesis de glutamina con la hidrólisis del ATP: 


Glutamato + amoniaco + ATP = glutamina + ADP + P, 


¿Cuál es la AG” de esta reacción? Supóngase que todos los reac- 
tivos y productos, salvo el amoniaco, se encuentran a 10 mM. 
¿Qué concentración de amoniaco se necesitaría para impulsar 
la reacción hacia la derecha, o sea para impulsar la síntesis neta 
de glutamina? 


Un inhibidor no competitivo no impide que la enzima se una 
con el sustrato. ¿Cuál sería el efecto de aumentar la concentra- 
ción de sustrato en presencia de un inhibidor no competitivo? 
¿Esperaría que un inhibidor no competitivo afectara la Y, , de 
la enzima? ¿Y la Ky? Explique brevemente. 


La estructura y función 
de la membrana plasmática 


4.1 Generalidades de las funciones 
de la membrana 


4.2 Una breve historia de los estudios 
sobre la estructura de la membrana 
plasmática 

4.3 La composición química 
de las membranas 

4.4. La estructura y funciones 
de las proteínas de membrana 


4.5 Lípidos de la membrana y fluidez 
de la membrana 


4.6 La naturaleza dinámica 
de la membrana plasmática 


4.7 El movimiento de sustancias a través 
de las membranas celulares 


4.8 Potenciales de membrana 
e impulsos nerviosos 


Perspectiva humana: 
Defectos en los conductos iónicos y 
transportadores como causa 
de enfermedad hereditaria 


Vías experimentales: 
El receptor para acetilcolina 


as paredes externas de una casa o un automóvil brindan una barrera fuerte 

e inflexible que protege a sus habitantes humanos de un mundo externo 

rudo e impredecible. Podría esperarse que el límite externo de una célula 
viva estuviera construido de una barrera igual de fuerte e impenetrable porque tam- 
bién debe proteger su delicado contenido interno ante un ambiente no vivo y a menu- 
do inhospitalario. Sin embargo, las células están separadas del mundo externo por una 
estructura delgada y frágil llamada membrana plasmática que sólo mide 5 a 10 nm de 
espesor. Se requerirían casi 5000 membranas plasmáticas apiladas una sobre otra para 
igualar el grosor de una sola página de este libro. 

Como es tan delgada, no se detectó una membrana plasmática cuando se exami- 
nó el corte de una célula al microscopio. En realidad, no fue sino hasta finales del de- 
cenio de 1950 que las técnicas para preparar y teñir el tejido progresaron hasta el pun- 
to en que la membrana plasmática pudo resolverse en el microscopio electrónico. Estas 
micrografías electrónicas iniciales tomadas por J. D. Robertson de Duke University 
(fig. 4-14), mostraban la membrana plasmática como una estructura de tres capas, las 
capas interna y externa con tinción oscura y la intermedia con tinción clara. Todas 
las membranas que se examinaron de cerca mostraron esta misma estructura, ya fue- 
ran plasmáticas, nucleares o citoplásmicas (fig. 4-15), o tomadas de plantas, animales 
o microorganismos. Además de proporcionar una imagen visual de esta importante 
estructura celular, estas micrografías electrónicas iniciaron un vigoroso debate sobre 
la composición molecular de las diversas capas de una membrana, un argumento que 
llegó al centro mismo del tema de la estructura y función de la membrana. Como se 


Un modelo de una bicapa lipídica completamente hidratada, compuesta por moléculas de fosfati- 
dilcolina (cada una con dos ácidos grasos miristoilo) penetrada por una sola hélice transmembrana 
compuesta por 32 residuos de aminoácidos. (Tomana DE LivanG SHEN, Donna BASSOLINO Y 
TERRY Srouch, BRISTOL-MYERS SQUIBB RESEARCH INSTITUTE, DE BIOPHYSICAL JOUR- 
NAL, VOL. 73, P. 6, 1997.) 
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(a) 50 nm 


FIGURA 4-1 La apariencia trilaminar de las membranas. (2) Micro- 
grafía electrónica que muestra la estructura de tres capas (trilaminar) 
de la membrana plasmática de un eritrocito después de teñir el tejido 
con el metal pesado osmio. El osmio se une de manera preferente con 
los grupos cabeza polares de la bicapa lipídica, lo que produce el pa- 
trón trilaminar. Las flechas señalan los márgenes interno y externo de la 
membrana. (4) El margen externo de una célula muscular diferenciada 
cultivada muestra la misma estructura trilaminar, tanto de la membrana 
plasmática (PM) como del retículo sarcoplásmico (SR), un comparti- 
miento del citoplasma para almacenamiento de calcio. (A: POR CORTESÍA 
DE J. D. ROBERTSON; B: TOMADA DE ANDREW R. Marks ET aL.,] CELL 
BroL. 114:305, 1991; POR AUTORIZACIÓN DE DERECHOS DE THE ROCKE- 
FELLER UNIVERSITY Press.) 


describe un poco más adelante, las membranas celulares contie- 
nen una bicapa de lípidos, y las dos capas de tinción oscura en 
las micrografías electrónicas de la figura 4-1 corresponden a las 
superficies polares externa e interna de la bicapa (equivalentes 
a los átomos amarillos de la imagen al inicio del capítulo). Más 
adelante se regresa a la estructura de las membranas, pero antes 
se revisan algunas de las principales funciones de las membra- 
nas en la vida de una célula (fig. 4-2). E 


4.1 GENERALIDADES DE LAS FUNCIONES 
DE LA MEMBRANA ŻŽ Žž =žŽ = Ž 


1. Compartimentalización. Las membranas son hojas conti- 
nuas, sin interrupciones y como tales, siempre rodean com- 
partimientos. La membrana plasmática rodea el contenido de 
toda la célula, mientras que la membrana nuclear y la cito- 
plásmica encierran diversos espacios intracelulares. Los di- 
versos compartimientos de una célula tienen contenidos muy 
distintos. La compartimentalización por la membrana permi- 
te la presencia de actividades especializadas sin interferencia 
externa y permite la regulación independiente de las distintas 
actividades celulares. 


2. Andamiaje para actividades bioquímicas. Las membranas no 
sólo rodean compartimientos, también son un compartimien- 
to distintivo por sí mismas. Mientras haya reactivos en una 
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solución, es imposible estabilizar sus posiciones relativas y sus 
interacciones dependen de las colisiones aleatorias. Debido a 
su construcción, las membranas proporcionan a la célula un 
marco o andamiaje extenso dentro del cual los componentes 
pueden ordenarse para su interacción efectiva. 


3. Provisión de una barrera con permeabilidad selectiva. Las 
membranas previenen el intercambio irrestricto de moléculas 
de un lado al otro. Al mismo tiempo, las membranas repre- 
sentan un medio de comunicación entre los compartimientos 
que separan. La membrana plasmática, que rodea a la célula, 
puede compararse con un foso alrededor de un castillo: am- 
bos sirven como barrera general, aunque tienen “puentes” con 
portones que fomentan el movimiento de elementos seleccio- 
nados dentro y fuera del espacio vivo encerrado. 


4. Transporte de solutos. La membrana plasmática contiene la 
maquinaria para el transporte físico de sustancias de un lado 
de la membrana al otro, a menudo de una región en la que el 
soluto se encuentra en bajas concentraciones hacia una región 
en la que la concentración de ese soluto es mucho más alta. 
La maquinaria de transporte de la membrana permite que 
una célula acumule sustancias, como azúcares y aminoácidos, 
necesarios para alimentar su metabolismo y construir sus ma- 
cromoléculas. La membrana plasmática también es capaz de 
transportar iones específicos, con lo que establece gradientes 
iónicos a través de sí misma. Esta capacidad tiene especial 
importancia para las células nerviosas y musculares. 
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5. Respuesta a señales externas. La membrana plasmática tiene 
una función crucial en la respuesta de una célula a los estí- 
mulos externos, un proceso conocido como transducción de 
señal. Las membranas tienen receptores que se combinan 
con moléculas específicas (ligandos) que tienen estructura 
complementaria. Diferentes tipos de células cuentan con dis- 
tintos receptores en sus membranas, por lo que son capaces 
de reconocer y responder a diferentes ligandos en su ambien- 
te. La interacción de un receptor de la membrana plasmática 
con un ligando externo puede hacer que la membrana genere 
una señal que estimula o inhibe sus actividades internas. Por 
ejemplo, las señales generadas en la membrana plasmática 
podrían inducir a la célula para que produzca más glucógeno, 
se prepare para la división celular, cambie a una mayor con- 
centración de un compuesto particular, libere calcio de sus 
reservas internas o tal vez, para que cometa suicidio. 


6. Interacción celular. Situada en el margen externo de toda célu- 
la viviente, la membrana plasmática de los organismos multi- 
celulares media las interacciones entre una célula y sus vecinas. 
La membrana plasmática permite que las células se reconoz- 
can y se envíen señales unas a otras, que se adhieran cuando 
sea adecuado, y que intercambien materiales e información. 


7. Transducción de energía. Las membranas participan íntima- 
mente en los procesos por los cuales un tipo de energía se 
convierte en otro tipo (transducción energética). La transduc- 
ción energética más fundamental ocurre durante la fotosín- 
tesis, cuando pigmentos unidos a la membrana absorben la 


FIGURA 4-2 Resumen de las funciones de la membrana de una célu- 
la vegetal. (1) Un ejemplo de compartimentalización de la membrana 
en el que las enzimas hidrolíticas (hidrolasas ácidas) están secuestradas 
dentro de la vacuola limitada por membrana. (2) Ejemplo de la función 
de las membranas citoplásmicas como sitio de localización de la enzima. 
La fijación de CO, por parte de la célula vegetal está catalizada por 
una enzima que se relaciona con la superficie externa de las membra- 
nas tilacoidales de los cloroplastos. (3) Un ejemplo de la función de las 
membranas como barrera con permeabilidad selectiva. Las moléculas de 
agua pueden penetrar con rapidez la membrana plasmática, lo que hace 
que la célula vegetal llene el espacio disponible y ejerza presión contra la 
pared celular. (4) Un ejemplo de transporte de soluto. Los iones hidró- 
geno, que se producen en varios procesos metabólicos en el citoplasma, 
se bombean fuera de las células de la planta hacia el espacio extracelular 
mediante una proteína de transporte situada en la membrana plasmática. 
(5) Ejemplo de la participación de una membrana en la transferencia de 
información de un lado al otro (transducción de señal). En este caso, 
una hormona (p. ej., ácido abscísico) se une con la superficie externa de 
la membrana plasmática e induce la liberación de un mensaje químico 
(como IP,) hacia el citoplasma. En este caso, IP, induce la liberación de 
iones Ca?* de un almacén citoplásmico. (6) Ejemplo de la función 
de las membranas en la comunicación entre células. Las aberturas entre 
las células vegetales adyacentes, llamadas plasmodesmas, permiten que 
los materiales se desplacen directamente del citoplasma de una célula 
a sus vecinas. (7) Ejemplo de la función de las membranas en la trans- 
ducción de energía. La conversión de ADP en ATP ocurre en estrecha 
relación con la membrana interna de la mitocondria. 


energía de la luz solar, la convierten en energía química y la 
almacenan en carbohidratos. Las membranas también parti- 
cipan en la transferencia de energía química de los carbohi- 
dratos y grasas al ATP. En las eucariotas, la maquinaria para 
estas conversiones energéticas está dentro de las membranas 
de los cloroplastos y las mitocondrias. 


Este capítulo se concentrará en la estructura y funciones de 
la membrana plasmática, pero debe recordarse que los principios 
explicados aquí son comunes a todas las membranas celulares. 
Los aspectos especializados de la estructura y funciones de las 
membranas mitocondriales, del cloroplasto, las citoplásmicas y 
nucleares se describen en los capítulos 5, 6, 8 y 12, respectiva- 
mente. 


4.2 UNA BREVE HISTORIA DE LOS ESTUDIOS 
SOBRE LA ESTRUCTURA DE LA MEMBRANA 
PLASMÁTICA ŻŽ = S 


Las primeras nociones sobre la naturaleza química de la capa 
limitante externa de la célula las tuvo Ernst Overton de la Uni- 
versity of Zürich durante la década de 1890. Overton sabía que 
los solutos no polares se disolvían con más facilidad en solventes 
no polares que en los polares, y los solutos polares tenían la solu- 
bilidad opuesta. Overton razonó que una sustancia que entra del 
medio a la célula primero debía disolverse en la capa limitante 
externa de esa célula. Para probar la permeabilidad de esa capa li- 
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mitante externa, Overton colocó pelos radiculares de una planta 
en cientos de soluciones distintas que contenían un conjunto di- 
verso de solutos. Descubrió que mientras más liposoluble fuera el 
soluto, con más rapidez entraba a las células de los pelos radicu- 
lares (pág. 144). Concluyó que el poder de disolución de la capa 
limitante externa de la célula se equiparaba al de un aceite graso. 

La primera propuesta de que las membranas celulares po- 
drían contener una bicapa lipídica la hicieron dos científicos 
holandeses en 1925, E. Gorter y F. Grendel. Estos investigado- 
res extrajeron un lípido de los eritrocitos humanos y midieron 
la magnitud del área que cubriría cuando se extendiera sobre la 
superficie del agua (fig. 4-34). Como los eritrocitos maduros de 
los mamíferos carecen de núcleos y organelos citoplásmicos, la 
membrana plasmática es la única estructura que contiene lípidos 
en esas células. Por consiguiente, puede asumirse que todos los 
lípidos extraídos de las células provienen de las membranas plas- 
máticas celulares. La proporción de la superficie del agua cubierta 
por el lípido extraído con el área calculada de los eritrocitos de los 
cuales se extrajo el lípido variaba entre 1.8 a 1 y 2.2 a 1. Gorter y 
Grendel especularon que la proporción real era 2:1 y concluyeron 
que la membrana plasmática contenía una capa bimolecular de 
lípidos; o sea, una bicapa lipídica (fig. 4-30). También sugirieron 
que los grupos polares de cada capa molecular (u hoja) estaban 
dirigidos hacia fuera, hacia el ambiente acuoso, como se muestra 
en la figura 4-30,c. Esta sería la disposición favorecida por las le- 
yes de la termodinámica, ya que los grupos de la cabeza polar de 
los lípidos podrían interactuar con las moléculas circundantes 
de agua, así como las cadenas acilo hidrófobas de grasas quedarían 
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FIGURA 4-3 La membrana plasmática contiene una bicapa lipídica. 
(a) Cálculo de la superficie de una preparación de lípidos. Cuando una 
muestra de fosfolípidos se disuelve en un solvente orgánico, como el 
hexano, y se extiende sobre una superficie acuosa, las moléculas de fos- 
folípido forman una capa sobre el agua que tiene una sola molécula de 
espesor: una capa monomolecular. Las moléculas de la capa se orientan 
con sus grupos hidrófilos unidos a la superficie del agua y sus grupos hi- 
drófobos dirigidos hacia el aire. Para calcular la superficie que cubrirían 
los lípidos si fueran parte de la membrana, las moléculas de lípido pue- 
den comprimirse en la superficie más pequeña posible mediante barre- 
ras móviles. Con este tipo de aparato, llamado pesebre de Langmuir en 
honor de su inventor, Gorter y Grendel concluyeron que los eritrocitos 


protegidas del contacto con el ambiente acuoso (fig. 4-3c). Por 
tanto, los grupos de la cabeza polar estarían de frente al citoplas- 
ma por un lado y con el plasma sanguíneo por el otro. Aunque 
Gorter y Grendel cometieron varios errores experimentales (que 
por casualidad se cancelaron mutuamente), llegaron a la conclu- 
sión correcta de que las membranas contienen una bicapa lipídica. 

En los decenios 1920 y 1930, los fisiólogos celulares ob- 
tuvieron evidencia de que la estructura de las membranas debe 
tener más que sólo una bicapa lipídica. Por ejemplo, se encontró 
que la solubilidad en lípidos no era el único factor que determina 
si una sustancia puede penetrar o no la membrana plasmática. 
De igual manera, se calculó que las tensiones superficiales de las 
membranas eran mucho menores a las de estructuras lipídicas 
puras. Este descenso en la tensión superficial podía explicarse 
por la presencia de proteína en la membrana. En 1935, Hugh 
Davson y James Danielli propusieron que la membrana plasmá- 
tica estaba compuesta por una bicapa lipídica recubierta en sus 
dos superficies por una capa de proteínas globulares. Revisaron 
su modelo a principios de los años 1950 para explicar la per- 
meabilidad selectiva de las membranas que habían estudiado. En 
la versión revisada (fig. 4-4a), Davson y Danielli sugirieron que 
además de las capas externa e interna de proteínas, la bicapa lipí- 
dica también estaba cruzada por poros recubiertos con proteína, 


(c) 


contenían lípidos suficientes para formar una capa sobre su superficie 
que tuviera dos moléculas de espesor: una bicapa. (4) Como propusieron 
Gorter y Grendel por primera vez, el centro de una membrana contiene 
una capa bimolecular de fosfolípidos orientados con sus grupos cabeza 
hidrosolubles hacia las superficies externas y sus colas grasas acilo hidró- 
fobas hacia el interior. Las estructuras de los grupos cabeza se muestran 
en la figura 4-64. (c) La estimulación de una bicapa lipídica completa- 
mente hidratada formada por el fosfolípido fosfatidilcolina. Los grupos 
cabeza de fosfolípido se muestran en color naranja, las moléculas de agua 
en azul y blanco, las cadenas de ácidos grasos son verdes. (C: TOMADA DE 
S. W. Chiu, TRENDS 1N BiocHEM. Sci. 22:341, 1997, CopYrIGHT 1997, 
CON AUTORIZACIÓN DE ELSEVIER SCIENCE.) 
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los cuales podían ser conductos por los cuales los solutos polares 
e iones entraban y salían de la célula. 

Los experimentos realizados a finales de los años 1960 con- 
dujeron a un nuevo concepto de la estructura de la membrana, 
como se detalla en el modelo de mosaico fluido propuesto en 
1972 por S. Jonathan Singer y Garth Nicolson de la University 
of California, San Diego (fig. 4-44). En el modelo de mosaico 
fluido, que ha servido como el “dogma central” de la biología de 
membrana durante más de 30 años, la bicapa lipídica se mantie- 
ne como el centro de la membrana, pero la atención se enfoca en 
el estado físico del lípido. A diferencia de los modelos previos, 
la bicapa de una membrana de mosaico fluido se encuentra en 
un estado líquido y las moléculas individuales de lípido pueden 
moverse a los lados dentro del plano de la membrana. 
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FIGURA 4-4 Una breve historia de la estructura de la membrana 
plasmática. (a) Una versión de 1954 revisada del modelo de Davson- 
Danielli muestra la bicapa lipídica, recubierta en ambas superficies 
por una capa monomolecular de proteínas que se extiende a través de 
la membrana para formar los poros recubiertos con proteína. (4) El 
modelo de mosaico fluido de la estructura de la membrana según la 
propuesta inicial de Singer y Nicolson en 1972. A diferencia de los 
modelos previos, las proteínas penetran la bicapa lipídica. Aunque el 
modelo original presentado aquí mostraba una proteína que sólo esta- 
ba parcialmente incluida en la bicapa, las proteínas que penetran los 
lípidos que se han estudiado cruzan la bicapa completa. (c) Una re- 
presentación actual de la membrana plasmática que muestra la misma 
organización básica que la propuesta por Singer y Nicolson. La super- 


La estructura y la disposición de las proteínas de membrana 
en el modelo de mosaico fluido difieren de las de los modelos 
previos en que se encuentran como “mosaico” de partículas dis- 
continuas que penetran la hoja de lípidos (fig. 4-40). Lo más 
importante, el modelo de mosaico fluido presenta las membranas 
celulares como estructuras dinámicas en las que los componentes 
son móviles y capaces de reunirse para mantener varios tipos de 
interacciones transitorias o semipermanentes. En las secciones 
siguientes se examina parte de la evidencia usada para formular 
y apoyar este retrato dinámico de la estructura de la membrana 
además de revisarse algunos de los datos recientes que actualizan 
el modelo (fig. 4-4c). 


Glucolípido 


Colesterol 


Fosfolípido 


ficie externa de la mayoría de las proteínas de membrana, así como un 
pequeño porcentaje de los fosfolípidos, contienen cadenas cortas de 
azúcar, lo que las vuelve glucoproteínas y glucolípidos. Esas porciones 
de las cadenas polipeptídicas que se extienden a través de la bicapa 
lipídica casi siempre se encuentran como hélices a formadas por ami- 
noácidos hidrófobos. Las dos hojas de la bicapa contienen diferentes 
tipos de lípidos, como lo indican los grupos cabeza de distintos colores. 
La hoja externa puede contener microdominios (“balsas”) consistentes 
en cúmulos de especies específicas de lípidos. (A: TOMADA A PARTIR 
DE J. F. DANIELLI, CoLLSTON PAPERS 7:8, 1954; B: REIMPRESA CON 
AUTORIZACIÓN A PARTIR DE S. J. SINGER Y G. L. NICOLSON, SCIENCE, 
175:720, 1972; CoPYRIGHT 1972, AMERICAN ASSOCIATION FOR THE 
ADVANCEMENT OF SCIENCE.) 
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1. Describa algunas de las funciones importantes de las 
membranas en la vida de una célula eucariota. ¿Cuál 
cree que podría ser el efecto de una membrana incapaz 
de realizar una u otra de estas funciones? 

Resuma algunos de los pasos principales que 
condujeron al modelo actual de la estructura de la 
membrana. ¿Cómo es que cada modelo nuevo conserva 
ciertos principios básicos de los modelos previos? 


N 


4.3 LA COMPOSICIÓN QUÍMICA 
DE LAS MEMBRANAS 


Las membranas son ensambles de lípidos y proteínas en los que 
los componentes se mantienen juntos en una hoja delgada de en- 
laces no covalentes. Como se indicó antes, el centro de la mem- 
brana consiste en una hoja de lípidos dispuestos en una capa 
biomolecular (fig. 4-3%,c). La bicapa lipídica sirve sobre todo 
como una columna estructural para la membrana y establece la 
barrera que impide los desplazamientos aleatorios de materiales 
hidrosolubles hacia dentro y fuera de la célula. Por otro lado, 
las proteínas de la membrana realizan la mayoría de las funcio- 
nes específicas resumidas en la figura 4-2. Cada tipo de célula 
diferenciada contiene un complemento único de proteínas de 
membrana que contribuye a las actividades especializadas de esa 
célula (la fig. 4-324 presenta un ejemplo). 

La proporción entre lípidos y proteínas en la membrana va- 
ría, según el tipo de membrana celular (plasmática, de retículo 
endoplásmico, del aparato de Golgi), el tipo de organismo (bac- 
teria, vegetal, animal) y el tipo de célula (cartílago, músculo, hí- 
gado). Por ejemplo, la membrana mitocondrial interna tiene una 
proporción muy alta entre proteínas y lípidos en comparación 
con la membrana plasmática del eritrocito, la cual es alta en com- 
paración con las membranas de la vaina de mielina que forman 
una envoltura de muchas capas alrededor de la célula nerviosa 
(fig. 4-5). En gran medida, estas diferencias pueden relacionarse 
con las funciones básicas de estas membranas. La membrana mi- 
tocondrial interna contiene los portadores proteicos de la cadena 
de transporte electrónico y en relación con otras membranas, tie- 
ne menos lípidos. En contraste, la vaina de mielina actúa sobre 
todo como aislante para la célula nerviosa que rodea, una función 
que realiza mejor una capa gruesa de lípidos de alta resistencia 
eléctrica con un contenido mínimo de proteína. Las membranas 
también contienen carbohidratos, que se unen con los lípidos y 
proteínas, como se indica en la figura 4-4c. 


Lípidos de membrana 


Las membranas contienen una gran diversidad de lípidos, todos 
los cuales son anfipáticos; o sea, contienen regiones hidrofílicas 
e hidrófobas. Hay tres tipos principales de lípidos de membrana: 
fosfoglicéridos, esfingolípidos y colesterol. 


Fosfoglicéridos La mayoría de los lípidos de la membrana 
contiene un grupo fosfato, lo que los convierte en fosfolípidos. 
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FIGURA 4-5 La vaina de mielina. Micrografía electrónica del axón de 
una célula nerviosa rodeada por una vaina de mielina consistente en 
capas concéntricas de membrana plasmática que tiene una proporción 
extremadamente baja de proteína/lípido. La vaina de mielina aísla la 
célula nerviosa del ambiente circundante, lo cual aumenta la velocidad 
con la que viajan los impulsos a lo largo del axón (descrito en la pág. 
162). El espacio perfecto entre las capas se mantiene mediante el entre- 
lazado de moléculas proteínicas (llamadas P,) que se proyectan de cada 
membrana. (TOMADA DE LEONARD NAPOLITANO, Francis LeEBARON Y 
JoserH SCALETTI, J. CELL BroL. 34:820, 1967, POR AUTORIZACIÓN DE 
DERECHOS DE THE ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 


Como casi todos los fosfolípidos de la membrana están forma- 
dos sobre una columna de glicerol, se llaman fosfoglicéridos (fig. 
4-64). A diferencia de los triglicéridos que tienen tres ácidos gra- 
sos (pág. 47) y no son anfipáticos, los glicéridos de la membrana 
son diglicéridos, sólo dos de los grupos hidroxilo del glicerol están 
esterificados con ácidos grasos, el tercero está esterificado con un 
grupo fosfato hidrófilo. Sin sustituciones adicionales aparte del 
fosfato y las dos cadenas grasas acilo, la molécula se llama ácido 
fosfatídico, que es casi inexistente en la mayoría de las membra- 
nas. En lugar de eso, los fosfoglicéridos de la membrana tienen 
un grupo adicional unido con el fosfato, casi siempre colina (for- 
ma fosfatidilcolina, PC), etanolamina (forma fofatidiletanolamina, 
PE), serina (forma fosfatidilserina, PS) o inositol (forma fosfati- 
dilinositol, PI). Todos estos grupos son pequeños e hidrófilos, y 
junto con el fosfato de carga negativa con el que están unidos, 
forman un dominio muy hidrosoluble en un extremo de la mo- 
lécula, llamado grupo cabeza. En el pH fisiológico, los grupos 
cabeza de PS y PI tienen carga general negativa, mientras que los 
de PC y PE son neutrales. En contraste, las cadenas grasas acilo 
son hidrocarburos no ramificados, hidrófobos, de unos 16 a 22 
carbonos de largo (fig. 4-6). Un ácido graso de la membrana pue- 
de estar completamente saturado (sin enlaces dobles), monoinsa- 
turado (tiene un enlace doble) o poliinsaturado (cuenta con más 
de un enlace doble). Los fosfoglicéridos a menudo contienen una 
cadena grasa acilo insaturada y una saturada. En fechas recientes, 


el interés se ha enfocado en los beneficios a la salud aparentes 
de dos ácidos grasos muy insaturados (ácido eicosapentaenoico, 
EPA, y ácido docosahexaenoico, DHA) que se encuentran en 
alta concentración en el aceite de pescado. El EPA y DHA tie- 
nen cinco y seis enlaces dobles, respectivamente, y se incorporan 
sobre todo en las moléculas de PE y PC de ciertas membra- 
nas, sobre todo en el cerebro y la retina. El EPA y el DHA se 
describen como ácidos grasos omega-3 porque su último enlace 
doble se sitúa a tres carbonos del extremo omega (CH,) de la 
cadena de grasa acilo. Con las cadenas de ácido graso en un ex- 
tremo de la molécula y un grupo cabeza polar en el otro, todos 
los fosfoglicéridos tienen un carácter anfipático. 


Esfingolípidos Una clase menos abundante de lípidos de 
membrana son los esfingolípidos, son derivados de la esfingo- 
sina, un amino alcohol que contiene una larga cadena de hidro- 
carburos (fig. 4-65). Los esfingolípidos consisten en esfingosina 
unida con un ácido graso (R en la fig. 4-65) por su grupo amino. 
Esta molécula es una ceramida. Los diversos lípidos basados en 
esfingosina tienen grupos adicionales esterificados con el alcohol 
terminal de la fracción esfingosina. Si la sustitución es fosforilco- 
lina, la molécula es esfingomielina, que es el único fosfolípido de 
la membrana que no está formado sobre una columna de glicerol. 
Si la sustitución es un carbohidrato, la molécula es un glucolípi- 
do. Si el carbohidrato es un azúcar simple, el glucolípido se llama 
cerebrósido; si es un grupo pequeño de azúcares, el glucolípido es 
un gangliósido. Como todos los esfingolípidos tienen dos cadenas 
largas de hidrocarburos hidrófobos en un extremo y una región 
hidrófila en el otro, también son anfipáticos y su estructura gene- 
ral es parecida a la de los fosfoglicéridos. 

Los glucolípidos son componentes interesantes de la mem- 
brana. Se sabe relativamente poco sobre ellos, aunque han surgi- 
do datos tentativos sugestivos de que tienen funciones cruciales 
en la fisiología celular. El sistema nervioso es muy rico en glu- 
colípidos. La vaina de mielina ilustrada en la figura 4-5 tiene 
un contenido más alto de un glucolípido particular, llamado ga- 
lactocerebrósido (fig. 4-65), que se forma cuando se agrega una 
galactosa a la ceramida. Los ratones que carecen de la enzima 
que realiza esta reacción presentan temblores musculares inten- 
sos y finalmente parálisis. De igual manera, los humanos que no 
son capaces de sintetizar un gangliósido particular (G, ,,) sufren 
una enfermedad neurológica seria caracterizada por convulsiones 
graves y ceguera. Los glucolípidos también participan en ciertas 
enfermedades infecciosas; las toxinas que causan cólera y botu- 
lismo entran a la célula blanco mediante la unión con ganglió- 
sidos de la superficie celular, al igual que el virus de la influenza. 


Colesterol Otro componente lipídico de ciertas membranas 
es el esterol colesterol (fig. 2-21), que en ciertas células animales 
constituye hasta el 50% de las moléculas de lípidos de la mem- 


FIGURA 4-6 La estructura química de los lípidos de membrana. (2) Las 
estructuras de fosfoglicéridos (véase también fig. 2-22). (4) Estructuras 
de los esfingolípidos. La esfingomielina es un fosfolípido; los cerebrósi- 
dos y gangliósidos son glucolípidos. Un tercer lípido de la membrana es 
el colesterol, que se muestra en la siguiente figura. (R = cadena de áci- 
do graso). [La porción verde de cada lípido, que representa la(s) cola(s) 
hidrófoba(s) de la molécula, en realidad es mucho más largo que el grupo 


cabeza hidrófilo (fig. 4-23).] 
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FIGURA 4-7 Las moléculas de colesterol (mostradas en verde) de una 
bicapa lipídica están orientadas con su extremo hidrófilo hacia la super- 
ficie externa de la bicapa y la mayor parte de su estructura aglomerada 
entre las colas de los ácidos grasos de los fosfolípidos. La colocación de 
las moléculas de colesterol interfiere con la flexibilidad de las cadenas 
de hidrocarburos lipídicos, lo cual tiende a volver más rígida la bicapa 
al tiempo que mantiene su fluidez general. A diferencia de otros lípidos 
de la membrana, el colesterol a menudo tiene una distribución bastante 
uniforme entre las dos capas (hojas). (REIMPRESA A PARTIR DE H. L. 
ScorrT. Curr. Opin. STRUCT. BroL. 12:499, 2002, CoryricHT 2002, 
CON AUTORIZACIÓN DE ELSEVIER SCIENCE.) 


brana plasmática. El colesterol está ausente de las membranas 
plasmáticas de la mayoría de las células vegetales y bacterianas. 
Las moléculas de colesterol están orientadas con su pequeño 
grupo hidroxilo hacia la superficie de la membrana y el resto de 
la molécula sepultada en la bicapa lipídica (fig. 4-7). Los anillos 
hidrófobos de una molécula de colesterol son planos y rígidos, e 
interfieren con los movimientos de las colas de ácidos grasos de 
los fosfolípidos (pág. 134). 


La naturaleza e importancia de la bicapa lipídica Cada 
tipo de membrana celular tiene su propia composición lipídica 
que difiere entre sí por los tipos de lípidos, la naturaleza de los 
grupos cabeza y las especies particulares de las cadenas acilo gra- 
sas. Por esta variabilidad estructural, se calcula que algunas mem- 
branas biológicas contienen cientos de especies químicamente 
distintas de fosfolípidos. El papel de esta notable diversidad en 
las especies todavía es tema de interés y especulación. 

El cuadro 4-1 presenta los porcentajes de algunos de los 
principales tipos de lípidos en diversas membranas. Los lípidos 
de una membrana son más que simples elementos estructurales, 
tienen efectos importantes en las propiedades biológicas de una 
membrana. La composición lipídica determina el estado físico 
de la membrana (pág. 134) e influye en la actividad de las proteí- 
nas particulares de la misma. Estos lípidos también aportan los 
precursores para los mensajeros químicos altamente activos que 
regulan la función celular (sección 15.3). 

Varios tipos de mediciones indican que las cadenas grasas 
acilo combinadas de ambas hojas de la bicapa lipídica abarcan 
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una anchura aproximada de 30 Á y que cada hilera de grupos 
cabeza (con su cubierta adyacente de moléculas de agua) agrega 
15 Á más (refiérase a la ilustración inicial del capítulo en la pág. 
117). Por tanto, la bicapa lipídica completa mide sólo unos 60 A 
(6 nm) de espesor. La presencia de moléculas de lípidos anfipá- 
ticos en esta delgada película tiene consecuencias notables para 
la estructura y función celulares. Por consideraciones termodiná- 
micas, las cadenas de hidrocarburos nunca se exponen a la solu- 
ción acuosa circundante. Por consiguiente, las membranas nunca 
tienen un borde libre; siempre son estructuras continuas, sin in- 
terrupciones. Como resultado, las membranas forman extensas 
redes interconectadas dentro de la célula. Por la flexibilidad de 
la bicapa lipídica, las membranas son deformables y su forma 
general puede cambiar, como ocurre durante la locomoción (fig. 
4-84) o la división celular (fig. 4-80). Se cree que la bicapa lipídi- 
ca facilita la fusión regulada o gemación de las membranas. Por 
ejemplo, los fenómenos de la secreción, en la que vesículas cito- 
plásmicas se fusionan con la membrana plasmática, o en la fer- 
tilización, en la que dos células se fusionan para formar una sola 
(fig. 4-8c), implican procesos en los que dos membranas separa- 
das se unen para convertirse en una hoja continua (fig. 8-32). La 
importancia de la bicapa lipídica para mantener la composición 
interna apropiada de una célula, separar cargas eléctricas a ambos 
lados de la membrana plasmática y para muchas otras actividades 
celulares es evidente en este y todos los capítulos siguientes. 
Otra característica importante de la bicapa lipídica es su 
capacidad para ensamblarse por sí misma, lo cual es más fácil 
de demostrar en un tubo de ensayo que en una célula viva. Por 
ejemplo, si se dispersa una pequeña cantidad de fosfatidilcolina 
en una solución acuosa las moléculas de fosfolípido se ensamblan 
de manera espontánea para formar las paredes de vesículas esfé- 
ricas llenas de líquido llamadas liposomas. Las paredes de estos 
consisten en una bicapa lipídica continua que se organiza en la 
misma forma que la de una membrana natural. Los liposomas 
han resultado invaluables en la investigación de las membranas. 
Es posible insertar proteínas en los liposomas y estudiar su fun- 
ción en un ambiente más sencillo que el de una membrana na- 
tural. También se desarrollaron como vehículos para transportar 
fármacos o moléculas de DNA dentro del cuerpo. Los fármacos 
o el DNA pueden unirse con la pared del liposoma o mantenerse 


CUADRO 4-1 Composición de lípidos de algunas membranas 


biológicas* 
Eritrocito Mielina  Mitocondria de 

Lípido humano humana corazón bovino E. coli 
Ácido fosfatídico 1.5 0.5 0 0 
Fosfatidilcolina 19 10 39 0 
Fosfatidil- 

etanolamina 18 20 27 65 
Fosfatidilglicerol 0 0 0 18 
Fosfatidilserina 8.5 8.5 0.5 0 
Cardiolipina 0 0 22.5 12 
Esfingomielina 17.5 8.5 0 0 
Glucolípidos 10 26 0 0 


Colesterol 25 26 3 0 


* Los valores representan porcentaje del peso total de lípidos. 
Fuente: C. Tanford, The Hydrophobic Effect, p. 109, Copyright 1980, John Wiley 8 
Sons, Inc. Reimpreso con autorización de John Wiley Sons, Inc. 


(b) 


FIGURA 4-8 Las propiedades dinámicas de la membrana plasmática. 
(a) El margen líder de una célula en movimiento contiene sitios en los 
que la membrana plasmática presenta volantes ondulantes. (4) La di- 
visión de una célula se acompaña de la deformación de la membrana 
plasmática cuando es jalada hacia el centro de la célula. A diferencia 
de la mayoría de las células en división, el surco divisorio de este huevo 


en altas concentraciones en la luz interna de éste (fig. 4-9). En 
estos estudios, se construyen paredes de los liposomas para con- 
tener proteínas específicas (como anticuerpos u hormonas) que 
les permitan unirse en forma selectiva con las superficies de cé- 
lulas blanco particulares a los que se pretende dirigir el fármaco 
o el DNA. La mayoría de los primeros estudios clínicos con li- 
posomas fallaron porque las vesículas inyectadas eran eliminadas 
muy pronto por células fagocíticas del sistema inmunitario. Este 
obstáculo se salvó con el desarrollo de los llamados liposomas 


Anticuerpo 


Capa protectora 
de Polletlengico!, a 


Fármaco cristalizado 


, Fármaco liposoluble 
en fluido acuoso 


en la bicapa 


Bicapa lipídica 


FIGURA 4-9 Liposomas. Un esquema de un liposoma furtivo que con- 
tiene un polímero hidrófilo (como polietilenglicol) para protegerlo de 
la destrucción mediante células inmunitarias, moléculas de anticuerpos 
que lo dirigen contra tejidos específicos, un fármaco hidrosoluble ence- 
rrado en la cámara interior llena con líquido y un fármaco liposoluble 
en la bicapa. 
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(e) 


de ctenóforo comienza en un polo y se mueve en una sola dirección a 
través del huevo. (c) Las membranas son capaces de fusionarse con otras 
membranas. Este espermatozoide y óvulo se encuentran en una etapa 
que conduce a la fusión de sus membranas plasmáticas. (A: POR CORTE- 
sía DE Jean PauL REVEL; B: POR CORTESÍA DE GARY FREEMAN; C: POR 
CORTESÍA DE A. L. Corwin Y L. H. Corwin.) 


sigilosos (p. ej., Caelix) que contienen una cubierta externa de un 
polímero sintético que los protege de la destrucción inmunitaria 


(fig. 4-9). 


La asimetría de los lípidos de la membrana 


La bicapa lipídica consiste en dos hojas distintivas con composi- 
ciones lipídicas diferentes. Una línea de experimentos que llevó 
a esta conclusión aprovecha el hecho de que las enzimas que di- 
gieren lípidos no pueden penetrar la membrana plasmática y por 
consiguiente, sólo pueden digerir los lípidos de la hoja externa de 
la bicapa. Si los eritrocitos humanos intactos se tratan con una 
fosfolipasa que digiere lípidos, se hidroliza casi 80% de la fosfa- 
tidilcolina (PC) de la membrana, pero sólo cerca del 20% de la 
fosfatidiletanolamina (PE) y menos del 10% de la fosfatidilseri- 
na. Estos datos indican que, en comparación con la hoja interna, 
la externa tiene mayor concentración de PC (y esfingomielina), 
con baja concentración de PE y PS (fig. 4-10). En consencuen- 
cia, la bicapa lipídica puede considerarse como formada por dos 
capas individuales independientes, más o menos estables, que 
tienen propiedades físicas y químicas distintas. 

Las diferentes clases de lípidos de la figura 4-10 tienen 
propiedades heterogéneas. Todos los glucolípidos de la membra- 
na plasmática están en la hoja externa, donde a menudo sirven 
como receptores para los ligandos extracelulares. La fosfatidil- 
etanolamina, que se concentra en la hoja interna, tiende a fo- 
mentar la curvatura de la membrana, importante para la gema- 
ción y fusión de la misma. La fosfatidilserina, que se concentra 
en la hoja interna, tiene una carga negativa neta en el pH fisio- 
lógico, lo que la hace un buen candidato para unirse con los resi- 
duos de lisina y arginina con carga positiva, como los adyacentes 
a la hélice a de la glucoforina A que cruza la membrana en la 
figura 4-18. La aparición de PS en la superficie externa de los 
linfocitos viejos marca a estas células para que los macrófagos las 
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FIGURA 4-10 La distribución asimétrica de fosfolípidos (y colesterol) 
en la membrana plasmática de los eritrocitos humanos. (SM, esfingo- 
mielina; PC, fosfatidilcolina; PS, fosfatidilserina; PE, fosfatidiletanola- 
mina; PI, fosfatidilinositol; Cl, colesterol.) 


destruyan, mientras que su aparición en la superficie externa de 
las plaquetas conduce a la coagulación sanguínea. El fosfatidil- 
inositol, que se concentra en la hoja interna, tiene un papel clave 
en la transferencia de estímulos de la membrana plasmática al 
citoplasma (sección 15.3). 


Carbohidratos de la membrana 


Las membranas plasmáticas de las células eucariotas también 
contienen carbohidratos. Según la especie y el tipo celular, el 
contenido de carbohidratos de la membrana plasmática varía 
entre 2 a 10% del peso. Más del 90% de los carbohidratos de 
la membrana tienen enlaces covalentes con las proteínas para 
formar glucoproteínas; el resto establece enlaces covalentes con 
lípidos para formar glucolípidos, que se explican en la pág. 123. 
Como se indica en la figura 4-4c, todos los carbohidratos de la 
membrana plasmática se orientan hacia fuera, al espacio extra- 
celular.* Los carbohidratos de la cara interna de las membranas 
celulares también se dirigen al lado contrario del citosol (la base 
de esta orientación se ilustra en la fig. 8-14). 

En la página 53 se presentó una explicación breve sobre la 
modificación de las proteínas. La adición de carbohidratos, o 
glucosilación, es la más compleja de estas modificaciones. Los 
carbohidratos de las glucoproteínas se encuentran como oligosa- 
cáridos cortos, hidrófilos y ramificados, casi siempre con menos 
de 15 azúcares por cadena. En contraste con la mayoría de los 
carbohidratos de peso molecular alto (como glucógeno, almidón 
o celulosa) que son polímeros de una sola molécula, los oligosa- 
cáridos unidos a las proteínas y lípidos de la membrana tienen 
una composición y estructura muy variables. Los oligosacáridos 
pueden estar unidos con varios aminoácidos distintos mediante 
dos tipos principales de enlaces (fig. 4-11). Estas proyecciones de 


¡Puede señalarse que aunque el fosfatidilinositol contiene un grupo azúcar (fig. 
4-6), no se considera parte de la porción de carbohidrato de la membrana en esta 
explicación. 
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FIGURA 4-11 Dos tipos de enlaces que unen azúcares con una cadena 
polipeptídica. El enlace V-glucosídico entre asparagina y N-acetilglu- 
cosamina es más frecuente que el enlace O-glucosídico entre serina O 
treonina y N-acetilgalactosamina. 


carbohidratos tienen un papel importante para mediar las inter- 
acciones de una célula con su ambiente (cap. 7) y para distribuir 
las proteínas de la membrana a distintos compartimientos celu- 
lares (cap. 8). Los carbohidratos de los glucolípidos de la mem- 
brana plasmática eritrocítica determinan si el tipo sanguíneo de 
una persona es A, B, AB u O (fig. 4-12). Una persona con tipo 
sanguíneo A tiene una enzima que agrega N-acetilgalactosamina 
al extremo de la cadena, mientras que una con sangre tipo B 
tiene una enzima que añade galactosa al extremo de la cadena. 
Estas dos enzimas están codificadas por versiones distintas del 
mismo gen, aunque reconocen sustratos diferentes. Las personas 
con sangre tipo AB tienen ambas enzimas, mientras que aquéllas 
con sangre tipo O carecen de enzimas capaces de agregar cual- 
quiera de estos azúcares terminales. La función de los antígenos 
de grupo sanguíneo ABO es un misterio. 


1. Dibuje la estructura básica de los principales tipos de 
lípidos que hay en las membranas celulares. ¿En qué 
difieren los esfingolípidos de los glicerolípidos? ¿Cuáles 
lípidos son fosfolípidos? ¿Cuáles son glucolípidos? 
¿Cómo se organizan estos lípidos en una capa doble? 
¿Cuál es la importancia de la bicapa para las actividades 
de la membrana? 

2. ¿Qué es un liposoma? ¿Cómo se usan los liposomas en 
la terapéutica médica? 

3. ¿Qué es un oligosacárido? ¿Cómo se unen con las 
proteínas de membrana? ¿Cómo se relacionan con los 
tipos sanguíneos humanos? 
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FIGURA 4-12 Antígenos de grupo sanguíneo. El tipo de sangre A, B, 
AB u O de una persona se determina mediante una cadena corta de azú- 
cares unidos por enlaces covalentes con lípidos y proteínas de la mem- 
brana del eritrocito. Aquí se muestran los oligosacáridos unidos con los 
lípidos de membrana (forman un gangliósido) que producen los tipos 
sanguíneos A, B y O. Una persona con sangre tipo AB tiene gangliósi- 
dos con ambas estructuras, A y B. (Gal, galactosa; GIcNAc, N-acetilglu- 
cosamina; Glu, glucosa; Fuc, fucosa; GalNAc, N-acetilgalactosamina.) 


4.4 LA ESTRUCTURA Y FUNCIONES 
DE LAS PROTEINAS DE LA MEMBRANA 


Según el tipo celular y el organelo particular de la célula, una 
membrana puede contener cientos de proteínas diferentes. Cada 
proteína de membrana tiene una orientación definida en relación 
con el citoplasma, por lo que las propiedades de una y otra super- 
ficie de la membrana difieren mucho. Esta asimetría se conoce 
como “lateralidad” de la membrana. Por ejemplo, en la membrana 
plasmática las partes de las proteínas que interactúan con otras 
células o con las sustancias extracelulares se proyectan hacia afue- 
ra, al espacio extracelular, mientras que las partes de las proteínas 
de membrana que interactúan con moléculas citoplásmicas se 
proyectan hacia el citosol. Las proteínas de membrana pueden 
agruparse en tres clases distintas caracterizadas por la intimidad 
de su relación con la bicapa lipídica (fig. 4-13). Son las siguientes. 


1. Proteínas integrales que penetran la bicapa lipídica. Éstas 
son proteínas transmembrana; o sea, que cruzan por com- 
pleto la bicapa lipídica, por lo que tienen dominios que sobre- 
salen por los lados extracelular y citoplásmico de la membra- 
na. Algunas proteínas integrales sólo tienen un segmento que 
abarca toda la membrana, otros la cruzan varias veces. Los 
estudios de secuenciación del genoma sugieren que las pro- 
teínas integrales constituyen 20 a 30% de todas las proteínas 
codificadas. 


2. Proteínas periféricas que se sitúan completas fuera de la bi- 
capa lipídica, ya sea en el lado citoplásmico o el extracelular, 


Proteínas integrales 
(a) de la membrana 


Proteínas periféricas de la membrana 


(0) Proteínas periféricas 
de la membrana 


Proteína anclada por GPI 


(c) 


FIGURA 4-13 Tres clases de proteína de membrana. (a) Las proteínas 
integrales casi siempre contienen una o más hélices transmembrana (la 
fig. 5-4 presenta una excepción). (4) Las proteínas periféricas se unen 
con enlaces no covalentes a los grupos cabeza polares de la bicapa li- 
pídica y/o con una proteína integral de la membrana. (c) Las proteínas 
ancladas con lípidos se unen mediante enlaces covalentes con un grupo 
lipídico que reside dentro de la membrana. El lípido puede ser fosfati- 
dilinositol, un ácido graso o un grupo prenilo (un hidrocarburo de cade- 
na larga formado por cinco unidades de carbono isoprenoide). I, inositol; 
GlcNAc, N-acetilglucosamina; Man, manosa; Etn, etanolamina; GPI, 
glucosilfosfatidilinositol. 
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aunque se relacionan con la superficie de la membrana me- 
diante enlaces no covalentes. 


3. Proteínas ancladas al lípido que se localizan fuera de la bi- 
capa lipídica, en la superficie extracelular o en la citoplásmica, 
pero que tienen enlaces covalentes con una molécula de lípido 
que se encuentra dentro de la bicapa. 


Proteínas integrales de la membrana 


La mayoría de las proteínas integrales de la membrana tienen las 
siguientes capacidades: funcionan como receptores que se unen 
con sustancias específicas en la superficie de la membrana; como 
conductos o transportadores participantes en el desplazamiento 
de solutos a través de la membrana, o como agentes que transfie- 
ren electrones durante los procesos de fotosíntesis y respiración. 
Como los fosfolípidos de la bicapa, las proteínas integrales de la 
membrana también son anfipáticos, tienen porciones hidrofílicas 
e hidrófobas. Como se explica más adelante, las porciones de una 
proteína integral de membrana que residen dentro de la bicapa 
lipídica por lo general tienen carácter hidrófobo. Los residuos 
de aminoácidos de estos dominios transmembrana establecen 
interacciones de van der Waals con las cadenas grasas acilo de la 
bicapa, lo cual sella la proteína dentro de la “pared” lipídica de 
la membrana. Como resultado, la permeabilidad de barrera de la 
membrana se conserva y la proteína se pone en contacto directo 


FIGURA 4-14 Las proteínas pueden estar rodeadas por una cubierta 
de moléculas lipídicas estrechamente aglutinadas. La acuaporina es 
una proteína de membrana que contiene cuatro subunidades (de co- 
lores diferentes en la ilustración) alrededor de un conducto acuoso. El 
análisis de la estructura de la proteína reveló la presencia de una capa 
circundante de moléculas de lípido unidas. No se sabe si estas moléculas 
de lípido afectan o no la función de la molécula de acuaporina, pero es 
probable que se mantengan muy próximas a la proteína y por tanto, no 
pueda moverse con libertad dentro de la bicapa. (TOMADA A PARTIR DE 
Carora HunNTE Y SEBASTIAN RicHERs, Curr. OpPIN. STRUCT. BroL. 
18:407, 2008, CoryricHT 2008, CON AUTORIZACIÓN DE ELSEVIER 
SCIENCE.) 


con las moléculas de lípidos circundantes (fig. 4-14). Las molé- 
culas de lípidos que tienen relación estrecha con una proteína de 
membrana pueden tener un papel importante en la actividad de 
ésta, aunque no se conoce el grado en el que una proteína par- 
ticular requiere interacciones específicas con moléculas lipídicas 
particulares. 

Las porciones de una proteína integral de membrana que se 
proyectan hacia el citoplasma o al espacio extracelular tienden a 
ser más como las proteínas globulares descritas en la sección 2.5. 
Estos dominios no sepultados por lo general tienen superficies 
hidrofílicas que interactúan con sustancias hidrosolubles (sustra- 
tos de bajo peso molecular, hormonas y otras proteínas) en el 
límite de la membrana. Varias familias grandes de proteínas de 
membrana contienen un conducto interno que proporciona un 
paso acuoso a través de la bicapa lipídica. Los recubrimientos de 
estos conductos casi siempre contienen residuos hidrófilos clave 
en sitios estratégicos. Como se explica más adelante, no es ne- 
cesario que las proteínas integrales sean estructuras fijas, pueden 
moverse en sentido lateral dentro de la membrana. 


Distribución de proteínas integrales: análisis de fractu- 
ra congelada El concepto de que las proteínas penetran las 
membranas en lugar de sólo mantenerse fuera de la bicapa, de- 
rivó de los resultados de una técnica llamada replicación con 
fractura congelada (véase sección 18.2). En este procedimien- 
to, el tejido se congela por completo y luego se golpea con la 
hoja de un cuchillo, lo que rompe al bloque en dos fragmentos. 
Cuando esto ocurre, el plano de fractura a menudo se sitúa en- 
tre las dos hojas de la bicapa lipídica (fig. 4-15a). Una vez que 
las membranas se dividen de esta manera, se depositan metales 
en las superficies expuestas para formar una réplica sombreada, 
que se observa al microscopio electrónico (fig. 18-17). Como 
se muestra en la figura 4-150, la réplica parece un camino con 
guijarros dispersos, que se llaman partículas relacionadas con la 
membrana. Como el plano de fractura pasa por el centro de la 
bicapa, la mayoría de estas partículas corresponde a proteínas 
integrales de la membrana que se extienden al menos hasta la 
mitad del centro lipídico. Cuando el plano de fractura llega a 
una partícula determinada, la rodea en lugar de partirla por la 
mitad. Por consiguiente, cada proteína (partícula) se separa con 
una mitad de la membrana plasmática (fig. 4-15c), lo que deja 
un orificio correspondiente en la otra mitad (fig. 7-30). Uno 
de los grandes valores de la técnica de fractura congelada es 
que permite la investigación de la microheterogeneidad de la 
membrana. Las diferencias localizadas en partes de la membra- 
na sobresalen en estas réplicas y es posible identificarlas (como 
se ilustra con la réplica de la unión comunicante mostrada en la 
fig. 7-324). Por el contrario, los análisis bioquímicos promedian 
tales diferencias. 


Estudio de la estructura y propiedades 
de las proteínas integrales de la membrana 


Por sus dominios hidrófobos transmembrana, las proteínas inte- 
grales de la membrana son difíciles de aislar en una forma solu- 
ble. La extracción de estas proteínas de la membrana requiere el 
uso de un detergente, como el detergente iónico (cargado) SDS 
(dodecilsulfato de sodio) que desnaturaliza las proteínas, o el 


4.4 LA ESTRUCTURA Y FUNCIONES DE LAS PROTEÍNAS DE LA MEMBRANA 


Exterior 


Cara de fractura E 
Cara de fractura P 


Citoplasma 
(a) 


(2) 0.2 um 


(c) 0.3 um 


FIGURA 4-15 Fractura congelada: una técnica para investigación de la 
estructura de la membrana celular. (a) Cuando un bloque de tejido 
congelado es golpeado con la hoja de un cuchillo, un plano de fractura 
corre por el tejido, a menudo en un trayecto que pasa por la mitad de la 
bicapa lipídica. El plano de fractura rodea las proteínas en lugar de rom- 
perlas por la mitad y se separan con una de las dos mitades de la bicapa. 
Las caras expuestas en el centro de la bicapa pueden cubrirse con un 
depósito metálico para formar una réplica metálica. Estas caras expues- 
tas se refieren como E, o cara ectoplásmica, y P, o cara protoplásmica. 
(2) Réplica de un eritrocito humano con fractura congelada. La cara de 
fractura P se ve cubierta con partículas de unos 8 nm de diámetro. Una 
pequeña cresta (flecha) marca la unión de la cara con partículas con el 
hielo circundante. (c) Esta micrografía muestra la superficie de un eritro- 
cito congelado y luego fracturado, pero en lugar de preparar una réplica, 
la célula se descongeló, se fijó y se añadió un marcador para grupos de 
carbohidrato que sobresalen por la superficie externa de la proteína in- 
tegral glucoforina (fig. 4-18). Los cortes delgados de la célula fracturada 
y marcada revelan que las moléculas de glucoforina (partículas negras) 
se separaron en forma preferente con la mitad externa de la membrana. 
La línea roja muestra el trayecto del plano de fractura. (B: TOMADA DE 
Thomas W. TiLLack y VinceNT T. Marcmest, J Cert BroL. 45:649, 
1970; c: TOMADA DE PEDRO PinTO DA SiLva Y Marta R. Torrisi, J. 
CELL Bior. 93:467, 1982; B, C: POR AUTORIZACIÓN DE DERECHOS DE 
Tue RockEFELLER UnIversITY Press.) 
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FIGURA 4-16 Solubilización de proteínas de membrana con detergen- 
tes. Los extremos no polares de las moléculas de detergente se rela- 
cionan con los residuos no polares de la proteína que habían estado en 
contacto con las cadenas grasas acilo de la bicapa lipídica. En cambio, 
los extremos polares de las moléculas de detergente interactúan con las 
moléculas circundantes de agua, lo que mantiene a la proteína en solu- 
ción. Los detergentes no iónicos, como se muestran aquí, solubilizan las 
proteínas de membrana sin alterar su estructura. 


detergente no iónico (sin carga) Tritón X-100, que casi nunca 
altera la estructura terciaria de las proteínas. 
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Como los lípidos de la membrana, los detergentes son anfipáti- 
cos, se componen de un extremo polar y una cadena de hidrocar- 
buro no polar (fig. 2-20). Como consecuencia de su estructura, 
los detergentes pueden sustituir a los fosfolípidos para estabilizar 
las proteínas integrales mientras las hace solubles en una solu- 
ción acuosa (fig. 4-16). Una vez que las proteínas se solubilizaron 
con el detergente, pueden realizarse varios análisis para conocer 
los aminoácidos que componen la proteína, su masa molecular, 
secuencia de aminoácidos, etc. 

Los investigadores han tenido muchas dificultades para 
obtener cristales de la mayoría de las proteínas integrales de 
la membrana para su uso en la cristalografía por rayos X. En 
realidad, menos del 1% de las estructuras proteínicas de alta re- 
solución conocidas representan proteínas integrales de la mem- 
brana.? Además, la mayoría de estas estructuras representan 
versiones procariotas de una proteína particular, a menudo más 


2Muchas proteínas integrales de membrana tienen una porción sustancial 
presente en el citoplasma o espacio extracelular. En muchos casos, esta porción 
soluble se dividió de su dominio transmembrana, se cristalizó y se determinó 
su estructura terciaria. Aunque esta estrategia aporta datos valiosos sobre la 
proteína, no brinda información sobre la orientación de la proteína dentro de 
la membrana. Otra estrategia cristalográfica para el estudio de las proteínas de 
membrana que usa el microscopio electrónico en lugar de la difracción de rayos 
X, se explica en la sección Vías experimentales en la pág. 168. 
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FIGURA 4-17 Una proteína integral en su sitio dentro de la membrana 
plasmática. Se determinó la estructura terciaria del centro de reacción 
fotosintética de una bacteria mediante cristalografía por rayos X. La 
proteína contiene tres polipéptidos distintos que cruzan la membrana, 
mostrados en amarillo, azul claro y azul oscuro. Es evidente la naturaleza 
helicoidal de cada uno de los segmentos transmembrana. (TOMADA DE 
G. Femer, J. P. ALLEN, M. Y. Okamura Y D. C. REES, REIMPRESA CON 
AUTORIZACIÓN DE NATURE 339:113, 1989; CopYrIGHT 1989, Macm1- 
LLAN MAGAZINES LIMITED.) 


pequeñas que sus homólogos eucariotas y más fáciles de obtener 
en grandes cantidades. Una vez que se determina la estructura 
de un miembro de una familia de proteínas de membrana, los 
investigadores casi siempre pueden aplicar una estrategia llama- 
da modelación de homología para conocer la estructura y actividad 
de otros miembros de la familia. Por ejemplo, la solución de la 
estructura del conducto bacteriano KcsA para potasio (fig. 4-39) 
aportó muchos datos que pudieron aplicarse a la estructura y me- 
canismo de acción de conductos eucariotas para K* mucho más 
complejos (fig. 4-42). 

Una de las primeras proteínas de membrana cuya estructu- 
ra tridimensional completa se determinó mediante cristalografía 
por rayos X se muestra en la figura 4-17. Esta proteína, el centro 
de reacción fotosintética bacteriana, consiste en tres subunidades 


Superficie exterior 


Superficie interior 
(citosol) 
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que contienen 11 hélices a que abarcan la membrana. Algunas de 
las dificultades técnicas para preparar los cristales de proteínas 
de membrana se resolvieron con metodologías nuevas y los es- 
fuerzos de laboratorio. Por ejemplo, en un estudio los investigado- 
res pudieron obtener cristales de alta calidad de un transportador 
bacteriano luego de probar y refinar más de 95000 condiciones 
diferentes para la cristalización. A pesar del éxito creciente en la 
cristalización de las proteínas, los investigadores todavía depen- 
den mucho de estrategias indirectas para conocer la organización 
tridimensional de la mayoría de las proteínas de membrana. En 
los párrafos siguientes se examinan algunas de estas estrategias. 


Identificación de dominios transmembrana. Puede aprenderse 
mucho sobre la estructura de una proteína de membrana y su 
orientación en la bicapa lipídica con un análisis computacional 
de su secuencia de aminoácidos, que es fácil de deducir a par- 
tir de la secuencia de nucleótidos de un gen aislado. La prime- 
ra pregunta que se formularía es: ¿qué segmentos de la cadena 
polipeptídica en realidad están sepultados en la bicapa lipídica? 
Los segmentos de la proteína incluidos dentro de la membrana, 
que se describen como dominios transmembrana, tienen una 
estructura sencilla; consisten en una cadena con cerca de 20 ami- 
noácidos de predominio no polar que cruzan el centro de la bica- 
pa lipídica en forma de una hélice a.’ La figura 4-18 presenta la 
estructura química de una sola hélice transmembrana, que mues- 
tra la estructura bidimensional de la glucoforina A, la proteína 


3En la página 54 se indicó que la hélice a es una conformación favorecida 
porque permite la formación de un número máximo de enlaces hidrógeno entre 
los residuos de aminoácidos vecinos, lo que crea una configuración muy estable 
(de baja energía). Esto es muy importante para el polipéptido que cruza la 
membrana y está rodeado por cadenas grasas acilo, por lo que no puede formar 
enlaces de hidrógeno con un solvente acuoso. Las hélices transmembrana tienen 
al menos 20 aminoácidos de largo porque ésta es la longitud mínima de un 
polipéptido capaz de cruzar el centro de hidrocarburo de una bicapa lipídica de 
30 Å de espesor. Se han encontrado unas cuantas proteínas de membrana que 
tienen asas o hélices que penetran, pero no abarcan toda la bicapa. Un ejemplo es 


la hélice P de la figura 4-39. 


FIGURA 4-18 Glucoforina A, una proteína integral con 
un solo dominio transmembrana. La hélice a única que 
pasa por la membrana consiste sobre todo en residuos hi- 
drófobos (círculos de color naranja). Los cuatro residuos de 
aminoácidos con carga positiva del dominio citoplásmico 
de la membrana forman enlaces iónicos con los grupos ca- 
beza lipídicos con carga negativa. Los carbohidratos están 
unidos con varios residuos de aminoácidos en la superficie 
externa de la proteína (mostrados en el inserto). Los 16 oli- 
gosacáridos, salvo uno, son pequeñas cadenas con enlaces O 
(la excepción es un oligosacárido más grande unido con el 
residuo de asparagina en la posición 26). Las moléculas de 
glucoforina se encuentran como homodímeros dentro de la 
membrana del eritrocito (fig. 4-324). Las dos hélices cruzan 
una sobre otra en la región entre los residuos 79 y 83. Esta 
secuencia Gly-X-X-X-Gly se encuentra a menudo donde 
las hélices transmembrana se aproximan mucho. 


Bicapa 
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FIGURA 4-19 Acomodo de varios residuos de aminoácidos dentro de 


las hélices transmembrana. (a) En este retrato de una pequeña porción 
de una hélice transmembrana, el grupo hidroxilo de la cadena lateral de 
la treonina (flecha) es capaz de formar un enlace de hidrógeno (compar- 
tido) con un oxígeno de la columna central dentro de la bicapa lipídica. 
Los enlaces de hidrógeno están indicados por líneas punteadas y sus 
distancias se muestran en angstroms. (4) Las cadenas laterales de los dos 
residuos de lisina de esta hélice transmembrana son lo bastante largas y 
flexibles para formar enlaces con los grupos cabeza y las moléculas de 


agua de la cara polar de la bicapa lipídica. (c) Las cadenas laterales de los 
dos residuos de ácido aspártico de esta hélice transmembrana también 
llegan a la cara polar de la bicapa, pero distorsionan la hélice al hacerlo. 
(d) Las cadenas laterales aromáticas de los dos residuos de tirosina de 
esta hélice transmembrana están orientados en sentido perpendicular 
al eje de la membrana y paralelos a las cadenas grasas acilo con las que 
interactúan. (Tomana DE Anna C. V. Jomansson Y ERIK LINDAHL, 
Biornrys. J. 91:4459, 2006.) 


integral mayor de la membrana plasmática del eritrocito. De los 
20 aminoácidos que conforman la hélice a de un monómero de 
glucoforina (aminoácidos 73 a 92 de la fig. 4-18), todos salvo tres 
tienen cadenas laterales hidrófobas (o un átomo H en el caso de 
los residuos de glicina). Las excepciones son la serina y treonina, 
que son residuos polares sin carga (fig. 2-26). La figura 4-19a 
muestra una parte de la hélice transmembrana con un residuo de 
treonina, similar a los de la glucoforina A. El grupo hidroxilo 
de la cadena lateral del residuo puede formar un enlace de hidró- 
geno con uno de los átomos de oxígeno de la columna peptídica. 
También puede haber residuos con carga completa en las hélices 
transmembrana, pero tienden a estar acomodados de manera que 
les permita adaptarse en su ambiente hidrófobo. Esto se ilustra 
en las hélices transmembrana modelo mostradas en las figuras 
4-19% y c. Cada una de las hélices de estas figuras contiene un 
par de residuos cargados cuyas cadenas laterales son capaces de 
llegar e interactuar con las regiones polares más internas de la 
membrana, aun cuando sea necesario distorsionar la hélice para 
hacerlo. La figura 4-19 presenta dos residuos de tirosina con sus 
cadenas laterales hidrófobas; cada anillo aromático está orienta- 
do paralelo a las cadenas de hidrocarburo de la bicapa con la que 
se integró. 

Al conocer la secuencia de aminoácidos de una proteína 
integral de la membrana, casi siempre es posible identificar los 
segmentos transmembrana mediante una gráfica de hidropatía, 
en la que se asigna un valor a cada sitio de un polipéptido que 
representa una medida de la hidrofobia del aminoácido en ese 
sitio, así como la de sus vecinos. Esta estrategia proporciona un 
“promedio de dirección” de la hidrofobia de secciones cortas del 
polipéptido y garantiza que uno o unos cuantos aminoácidos 
polares de la secuencia no alteren el perfil de todo el segmen- 
to. La hidrofobia de los aminoácidos puede determinarse con 
varios criterios, como su solubilidad en lípidos o la energía que 
se necesitaría para transferirlos de un medio acuoso a uno lipí- 
dico. La figura 4-20 muestra una gráfica de hidropatía para la 
glucoforina A. Los segmentos transmembrana casi siempre se 


identifican como un pico separado que se extiende hasta el lado 
hidrófobo del espectro. Casi siempre puede hacerse una predic- 
ción confiable sobre la orientación del segmento transmembrana 
dentro de la bicapa si se examinan los residuos de aminoácidos 
de los flancos. En la mayoría de los casos, como se ilustra con 
la glucoforina en la figura 4-18, las partes del polipéptido en el 
flanco citoplásmico de un segmento transmembrana tienden a 
tener una carga positiva mayor que los del flanco extracelular. 
No todas las proteínas integrales de la membrana contienen 
hélices a transmembrana. Algunas contienen un conducto rela- 
tivamente grande situado dentro de un círculo de cadenas B que 
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FIGURA 4-20 Gráfica de hidropatía para glucoforina A, una proteína 
que cruza la membrana una sola vez. La hidrofobia se mide mediante 
la energía libre requerida para transferir cada segmento del polipéptido 
de un solvente no polar a un medio acuoso. Los valores sobre la línea O 
requieren energía (+A6G), lo que indica que consisten en segmentos de 
aminoácidos con predominio de cadenas laterales no polares. Los picos 
que se proyectan sobre la línea roja se interpretan como un dominio 
transmembrana. 
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cruzan la membrana organizadas en un barril, como se ilustra en 
la figura 5-4. Hasta ahora, los conductos acuosos construidos con 
barriles B sólo se han encontrado en las membranas externas de 
bacterias, mitocondrias y cloroplastos. 


Determinación de las relaciones espaciales dentro de la proteína in- 
tegral de la membrana  Supóngase que se aisló un gen para una 
proteína integral de la membrana y con base en su secuencia de 
nucleótidos, se determina que contiene cuatro aparentes hélices 
a que cruzan la membrana. Se desearía saber qué orientación 
tienen estas hélices unas en relación con las otras y cuáles cadenas 
laterales de aminoácidos de cada hélice están dirigidas hacia fue- 
ra, al ambiente lipídico. Aunque estas determinaciones son difí- 
ciles de hacer sin modelos estructurales detallados, puede obte- 
nerse información considerable mediante la mutagénesis dirigida 
a un sitio, o sea, con la introducción de cambios específicos en el 
gen que codifica la proteína (sección 18.18). Por ejemplo, puede 
usarse la mutagénesis dirigida a un sitio para sustituir residuos de 
aminoácidos en hélices vecinas con residuos de cisteína. Como se 
explicó en la página 52, dos residuos de cisteína pueden formar 
un puente disulfuro covalente. Si dos hélices transmembrana de 
un polipéptido contienen un residuo de cisteína cada una y estos 
dos son capaces de formar un puente disulfuro, estas hélices de- 
ben encontrarse muy próximas. La figura 4-21 muestra los resul- 
tados de un estudio con enlaces cruzados dirigidos a un sitio con 
la permeasa de lactosa, una proteína transportadora de azúcar en 
las membranas celulares bacterianas. En este caso se encontró 
que la hélice VII se encuentra muy próxima a las hélices I y II. 
La determinación de las relaciones espaciales entre los 
aminoácidos de una proteína de membrana puede aportar más 
información que la estructural; puede informar al investigador 
sobre algunos de los fenómenos dinámicos que ocurren cuan- 
do la proteína lleva a cabo su función. Una forma de aprender 
sobre la distancia entre residuos seleccionados de una proteína 
es introducir grupos químicos cuyas propiedades sean sensibles 
a la distancia que los separa. Los mitróxidos son grupos quími- 
cos que contienen un electrón non, el cual produce un espectro 
característico cuando se vigila con una técnica llamada espectros- 
copia por resonancia paramagnética electrónica (EPR). Es posible 
introducir un grupo nitróxido en cualquier sitio de una proteína 
mediante mutación de ese sitio a una cisteína para luego unir el 
nitróxido al grupo —SH del residuo de cisteína. La figura 4-22 
muestra cómo se usó esta técnica para descubrir los cambios en 
la conformación de una proteína de membrana cuando su con- 
ducto se abre como respuesta a los cambios en el pH del medio. 
La proteína en cuestión, un conducto bacteriano para K*, es un 
tetrámero compuesto por cuatro subunidades idénticas. La aber- 
tura citoplásmica al conducto está delimitada por cuatro hélices 
transmembrana, una de cada subunidad de la proteína. La figura 
4-22a muestra los espectros EPR que se obtuvieron cuando se 
introdujo un nitróxido cerca del extremo citoplásmico de cada 
hélice transmembrana. La línea roja indica el espectro obtenido 
en un pH de 6.5, cuando el conducto está cerrado, y la línea azul 
muestra el espectro con el pH de 3.5, cuando el conducto está 
abierto. La forma de cada línea depende de la proximidad de los 
nitróxidos entre sí. El espectro es más ancho en el pH 6.5 porque 
los grupos nitróxido de las cuatro subunidades están más próxi- 
mos en este pH, lo cual disminuye la intensidad de sus señales 
EPR. Estos resultados indican que la activación del conducto 


FIGURA 4-21 Determinación del empaque de hélice en una proteína 
de membrana por enlaces cruzados dirigidos a un sitio. En estos ex- 
perimentos se introducen pares de residuos de cisteína en la proteína 
mediante mutagénesis dirigida a un sitio y se determina la capacidad de 
las cisteínas para formar puentes disulfuro. Las gráficas de hidropatía y 
otros datos habían indicado que la permeasa de lactosa tiene 12 hélices 
transmembrana. Se encontró que una cisteína introducida en la posición 
242 de la hélice VII puede formar enlaces cruzados con una cisteína in- 
troducida en la posición 28 o 29 de la hélice I. De igual manera, una cis- 
teína en la posición 245 de la hélice VII puede formar enlaces cruzados 
con las cisteínas en las posiciones 52 o 53 de la hélice II. Así, se establece 
la proximidad de estas tres hélices. (La estructura por rayos X de esta 
proteína se publicó en 2003.) (REIMPRESA A PARTIR DE H. R. KañackK, 
J. Voss y J. Wu, Curr. Orin. STRUCT. BroL. 7:539, 1997; COPYRIGHT 
1997, CON AUTORIZACIÓN DE ELSEVIER SCIENCE.) 


se acompaña de un aumento en la separación de los residuos 
marcados de las cuatro subunidades (fig. 4-224). El aumento en 
el diámetro de la abertura del conducto permite que los iones 
del citoplasma lleguen a la vía permeable real (mostrada en rojo) 
dentro del conducto, el cual sólo admite el paso de iones K* 
(explicado en la pág. 149). La figura 18-8 muestra una técnica 
alternativa llamada FRET que también puede usarse para medir 
cambios en la distancia entre grupos marcados de una proteína. 


Proteínas periféricas de membrana 


Las proteínas periféricas se relacionan con la membrana me- 
diante enlaces electrostáticos débiles (fig. 4-134). Las proteínas 
periféricas casi siempre pueden solubilizarse mediante la extrac- 
ción con soluciones salinas muy concentradas que debilitan los 
enlaces electrostáticos que mantienen unidas a las proteínas pe- 
riféricas con la membrana. Aún no está clara la diferencia entre 
las proteínas integrales y las periféricas, ya que muchas proteínas 
integrales de la membrana consisten en varios polipéptidos, al- 
gunos de los cuales penetran la bicapa lipídica y otros permane- 
cen en la periferia. 

Las proteínas periféricas mejor estudiadas se sitúan en la su- 
perficie interna (citosólica) de la membrana plasmática, donde 
forman una red fibrilar que actúa como “esqueleto” de la mem- 
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(a) 


FIGURA 4-22 Uso de espectroscopia EPR para vigi- 
lar los cambios en la conformación de un conducto 
para iones K* bacteriano cuando se abre y cierra. (a) 
Los espectros EPR de nitróxidos que se unieron con 
residuos de cisteína cerca del extremo citoplásmico de 
las cuatro hélices transmembrana que recubren el con- 


ducto. El residuo de cisteína de cada hélice sustituye i 


un residuo de glicina que suele ocupar esa posición. 
Las formas de los espectros dependen de las distancias 


entre los electrones no emparejados en los nitróxidos Citoplasma 
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de distintas subunidades. (Los nitróxidos se describen 
ny a a » 

como “etiquetas de espín” y esta técnica se conoce (b) 

como etiquetado de espín dirigido a un sitio.) (4) Un 

modelo muy esquemático del conducto iónico en estados abierto y cerrado 

con base en los datos de la parte a. La abertura del conducto se acompaña 


brana (fig. 4-324). Estas proteínas brindan soporte estructural a 
la membrana y actúan como ancla para las proteínas integrales de la 
membrana. Otras proteínas periféricas de la superficie interna de 
la membrana plasmática funcionan como enzimas, cubiertas es- 
pecializadas (fig. 8-24), o factores que transmiten señales a través 
de la membrana (fig. 15-17). Por lo general, las proteínas periféri- 
cas tienen una relación dinámica con la membrana, se atraen a la 
membrana o se liberan de ella según las condiciones prevalentes. 


Proteínas de membrana ancladas a los lípidos 


Es posible distinguir varios tipos de proteínas de membrana an- 
cladas a los lípidos. Muchas proteínas presentes en la cara ex- 
terna de la membrana plasmática están unidas a la membrana 
mediante un pequeño oligosacárido complejo vinculado con la 
molécula de fosfatidilinositol que está sepultada en la hoja exter- 
na de la bicapa lipídica (fig. 4-13c). Las proteínas periféricas de la 
membrana que tienen este tipo de enlace glucosil-fosfatidilinosi- 
tol se conocen como proteínas ancladas por GPI. Se descubrie- 
ron cuando se demostró que ciertas proteínas de la membrana 
podían liberarse con una fosfolipasa que reconociera de manera 
específica y dividiera los fosfolípidos que contienen inositol. La 
proteína celular normal de la encefalopatía espongiforme ovina 
PrPC (pág. 64) es una molécula unida por GPL, al igual que va- 
rios receptores, enzimas y proteínas de adhesión celular. Un tipo 
raro de anemia, la hemoglobinuria paroxística nocturna, se debe 
a la síntesis deficiente de GPI, lo que vuelve a los eritrocitos 
susceptibles a la destrucción. 

Otro grupo de proteínas presente en el lado citoplásmico de 
la membrana plasmática está fijado a la membrana mediante una 
o más cadenas largas de hidrocarburo incrustadas en la hoja in- 
terna de la bicapa lipídica (fig. 4-13c y el pie de la misma). Al 


de la separación de los cuatro grupos nitróxido entre sí. (A: TOMADA DE E. 
PEROZO ET AL., NATURE STRUCT. BroL. 5:468, 1998.) 


menos dos proteínas vinculadas con la membrana plasmática de 
esta forma (Src y Ras) se han implicado en la transformación 
de una célula normal en una cancerosa. 


1. ¿Por qué son necesarios los detergentes para solubilizar 
las proteínas de la membrana? ¿Cómo podría 
determinarse la diversidad de las proteínas integrales en 
una fracción purificada de membrana? 

¿Cómo pueden determinarse: 1) la localización de seg- 
mentos transmembrana en la secuencia de aminoácidos, 
o 2) la localización relativa de las hélices transmembrana? 
¿Qué significa la declaración de que las proteínas de una 
membrana están distribuidas en forma asimétrica? ¿Es 
verdad esto también para el carbohidrato de la membrana? 
Describa las propiedades de las tres clases de proteínas de 
membrana (integrales, periféricas y ancladas con lípidos), 
¿en qué difieren unas de otras y cómo varía cada clase? 


N 


W 
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4.5 LIPIDOS DE LA MEMBRANA Y FLUIDEZ 
DE LA MEMBRANA ŻŽ Žž =čžŽ = Ž = 


El estado físico del lípido de una membrana se describe por su 
fluidez (o viscosidad).* Considérese una bicapa artificial sim- 
ple formada por fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina, cuyos 
ácidos grasos son insaturados. Si la temperatura de la bicapa se 


“La fluidez y la viscosidad mantienen una relación inversa; la fluidez es una medida 
de la facilidad de flujo, la viscosidad es una medida de la resistencia al flujo. 
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(a) 


FIGURA 4-23 La estructura de la bicapa lipídica depende de la tempe- 
ratura. La bicapa mostrada está formada por dos fosfolípidos: fosfati- 
dilcolina y fosfatidiletanolamina. (a) En una temperatura superior a la 
de transición, las moléculas de lípido y sus colas hidrófobas son libres de 
moverse en ciertas direcciones, aunque conservan un orden considerable. 


mantiene relativamente tibia (37"C), los lípidos se encuentran en 
un estado relativamente líquido (fig. 4-23a). A esta temperatura, 
la mejor descripción para la bicapa lipídica es un cristal líquido 
bidimensional. Como en un cristal, las moléculas todavía conser- 
van una orientación específica; en este caso, los ejes longitudina- 
les de las moléculas tienden a mantener una disposición paralela, 
aunque los fosfolípidos individuales pueden rotar sobre su eje o 
desplazarse en sentido lateral dentro del plano de la bicapa. Si la 
temperatura se reduce lentamente, se llega a un punto en el que 
la bicapa cambia (fig. 4-230). El lípido pasa de una fase cristalina 
líquida a un gel cristalino congelado en el que el movimiento de 
las cadenas de ácido graso de los fosfolípidos está muy limitado. 
La temperatura a la cual ocurre este cambio se llama tempera- 
tura de transición. 

La temperatura de transición de una bicapa particular de- 
pende de la capacidad de las moléculas de lípido para aglome- 
rarse, lo que a su vez depende de los lípidos particulares con los 
que esté compuesto. Los ácidos grasos saturados tienen la forma 
de un cilindro recto y flexible. Por otro lado, los ácidos grasos in- 
saturados cis tienen curvas en la cadena, en los sitios con enlaces 
dobles (figs. 2-19 y 4-23). Por consiguiente, los fosfolípidos con 
cadenas saturadas se agrupan en forma más ajustada que los que 
contienen cadenas insaturadas. Mientras mayor sea el grado de 
insaturación de los ácidos grasos de la bicapa, es menor la tempe- 
ratura que puede alcanzarse antes que la bicapa se gelifique. La 
introducción de un enlace doble en una molécula de ácido es- 
teárico reduce la temperatura de fusión casi 60°C (cuadro 4-2).* 
Otro factor que influye en la fluidez de la bicapa es la longitud 
de la cadena de los ácidos grasos. Mientras más cortas sean las 
cadenas de los ácidos grasos de un fosfolípido, es menor la tem- 
peratura de fusión. El estado físico de la membrana también se 
afecta por el colesterol. Por su orientación dentro de la bicapa 


“El efecto de la saturación de un ácido graso en la temperatura de fusión se 
ilustra con productos alimentarios conocidos. Los aceites vegetales permanecen 
en forma líquida en el refrigerador, mientras que la margarina es un sólido. Los 
aceites vegetales contienen ácidos grasos poliinsaturados, mientras que los ácidos 
grasos de las margarinas se saturaron con un proceso químico que hidrogena los 
enlaces dobles de los aceites vegetales usados como materia prima. 


(b) 


(4) Debajo de la temperatura de transición, el movimiento de las mo- 
léculas se limita mucho y toda la bicapa puede describirse como un gel 
cristalino. (Tomana DE R. N. ROBERTSON, THE LiveLy MEMBRANES, 
CAMBRIDGE UNIVERSITY Press, 1983; REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN 
DE CAMBRIDGE UNIVERSITY Press.) 


CUADRO 4-2 Puntos de fusión de los ácidos grasos comunes 
de 18 carbonos 


Ácido graso Enlaces dobles cis Punto de fusión (°C) 
Ácido esteárico 0 70 

Acido oleico 1 13 

Acido linoleico 2 =g 

Acido linolénico 3 =17 

Acido eicosapentaenoico 5 54 

(EPA)* 

*EPA tiene 20 carbonos. 


(fig. 4-7), las moléculas de colesterol alteran la aglomeración de 
las cadenas grasas acilo e interfieren con su movilidad. La pre- 
sencia de colesterol tiende a abolir las temperaturas de transición 
súbita y crea una condición de fluidez intermedia. En términos 
fisiológicos, el colesterol tiende a aumentar la durabilidad de una 
membrana, al tiempo que reduce su permeabilidad. 


La importancia de la fluidez de la membrana 


¿Qué efecto tiene el estado fisiológico de una bicapa lipídica 
en las propiedades biológicas de la membrana? La fluidez de la 
membrana representa un compromiso perfecto entre una estruc- 
tura rígida y ordenada que carecería de movilidad y un fluido no 
viscoso completamente líquido en el que los componentes de la 
membrana no pudieran orientarse, y que carecería de organiza- 
ción, estructura y soporte mecánico. Además, la fluidez permite 
que haya interacciones dentro de la membrana. Por ejemplo, hace 
posible que los cúmulos de proteínas de membrana se ensamblen 
en sitios particulares dentro de la membrana y formen estruc- 
turas especializadas, como las uniones intercelulares, complejos 
fotosintéticos que capturan la luz y sinapsis. Gracias a la fluidez 
de la membrana, las moléculas que interactúan pueden unirse, 
realizar la reacción necesaria y separarse. 

La fluidez también participa en el ensamble de la membra- 
na, un tema que se trata en el capítulo 8. Las membranas sólo 
surgen de otras preexistentes y su crecimiento se logra por la 
inserción de lípidos y proteínas en la matriz líquida de la hoja 


membranosa. Muchos de los procesos celulares más básicos, in- 
cluido el movimiento celular, crecimiento celular, división celu- 
lar, formación de uniones intercelulares, secreción y endocitosis, 
dependen del movimiento de los componentes de la membrana 
y es probable que fueran imposibles si las membranas fueran es- 
tructuras rígidas no fluidas. 


Mantenimiento de la fluidez de la membrana 


La temperatura interna de la mayoría de los organismos (apar- 
te de aves y mamíferos) varía con la temperatura ambiental. 
Como es esencial para muchas actividades que las membranas 
permanezcan en estado fluido, las células responden a las con- 
diciones cambiantes mediante la modificación de los tipos de 
fosfolípidos que las componen. El mantenimiento de la fluidez 
de la membrana es un ejemplo de la homeostasis a nivel celular 
y puede demostrarse de varias formas. Por ejemplo, si se reduce 
la temperatura de un cultivo celular, las células tienen respuestas 
metabólicas. La respuesta “de emergencia” inicial está mediada 
por enzimas que remodelan las membranas, lo que vuelve a la 
célula más resistente al frío. La remodelación se logra mediante: 
1) desaturación de los enlaces sencillos de las cadenas grasas acilo 
para formar enlaces dobles, y 2) redistribución de las cadenas 
entre las distintas moléculas de fosfolípidos para formar las que 
tengan dos ácidos grasos insaturados, lo que reduce mucho la 
temperatura de fusión de la bicapa. La desaturación de los enla- 
ces sencillos para formar enlaces dobles está catalizada por en- 
zimas llamadas desaturasas. La redistribución se logra mediante 
fosfolipasas, que separan al ácido graso de la columna de glicerol, 


(a) 


FIGURA 4-24 Balsas lipídicas. (2) Imagen de la superficie superior de 
una bicapa lipídica artificial que contiene fosfatidilcolina, que se ve 
como el fondo negro, y moléculas de esfingomielina, que se organizan 
de manera espontánea en las balsas de color naranja. Los picos amari- 
llos muestran las posiciones de una proteína anclada por GPI, que está 
relacionada casi de manera exclusiva con la balsa. La imagen se obtuvo 
con un microscopio de fuerza atómica, que mide la altura de las diversas 
partes de la muestra a nivel molecular. (2) Modelo esquemático de una 
balsa lipídica dentro de una célula. La hoja externa de la balsa consiste 
sobre todo en colesterol (amarillo) y esfingolípidos (grupos cabeza ro- 
jos). Las moléculas de fosfatidilcolina (grupos cabeza azules) con ácidos 
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y aciltransferasas, que transfieren ácidos grasos entre los fosfolí- 
pidos. Además, la célula cambia los tipos de fosfolípidos que sin- 
tetiza para favorecer aquéllos que contengan más ácidos grasos 
insaturados. Como resultado de las actividades de estas enzimas 
diversas, las propiedades físicas de las membranas de una célula 
se equiparan a las condiciones ambientales prevalecientes.Se de- 
mostró el mantenimiento de las membranas fluidas mediante los 
ajustes en la composición de la grasa acilo en varios organismos, 
incluidos los mamíferos que hibernan, peces de estanques cuya 
temperatura cambia mucho del día a la noche, plantas resistentes 
al frío y bacterias que viven en manantiales calientes. 


Balsas lipídicas 


De vez en vez surge algún tema que divide a la comunidad de 
biólogos celulares en creyentes y no creyentes. El tema de las 
balsas lipídicas cae en esta categoría. Cuando se extraen los lípi- 
dos de la membrana de las células para preparar bicapas lipídicas 
artificiales, el colesterol y los esfingolípidos tienden a autoensam- 
blarse en microdominios que tienen mayor grado de gelación y 
orden que las regiones circundantes, compuestas sobre todo por 
fosfoglicéridos. Por sus propiedades físicas distintivas, estos mi- 
crodominios tienden a flotar en el ambiente más líquido y desor- 
denado de la bicapa artificial (fig. 4-24a). Como resultado, estos 
parches de colesterol y esfingolípido se llaman balsas lipídicas. 
Cuando se agregan a estas bicapas artificiales, ciertas proteínas 
tienden a concentrarse en las balsas lipídicas, mientras que otras 
tienden a permanecer fuera de éstas. Las proteínas ancladas por 
GPI muestran una proclividad particular por las regiones orde- 
nadas de la bicapa (fig. 4-24a). 
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grasos largos saturados tienden a concentrarse en esta región. Se cree 
que las proteínas ancladas por GPI se concentran en las balsas lipídicas. 
Los lípidos de la hoja externa de la balsa tienen un efecto organizado 
en los lípidos de la hoja interna. Como resultado, los lípidos de la balsa 
de la hoja interna consisten sobre todo en colesterol y glicerofosfolípi- 
dos con colas grasas acilo largas. La hoja interna tiende a concentrar 
las proteínas ancladas por lípidos, como la cinasa Src, que participan 
en la señalización celular. (La controversia sobre la existencia de balsas 
lipídicas se presenta en Nature Cell Biol 9:7, 2007.) (A: TOMADA DE D. 
E. SasLowskY, ET AL., J. BrioL. CHEM. 277, Cover oF #30, 2002; POR 
CORTESÍA DE J. MicHAgEL EDWARDSON.) 
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La controversia surge sobre la existencia de tipos similares 
de balsas lipídicas ricas en colesterol, como las que se ilustran en 
la figura 4-244, en las células vivas. La mayor parte de la eviden- 
cia en favor de las balsas lipídicas proviene de estudios que usan 
tratamientos no naturales, como la extracción con detergente o 
la deficiencia de colesterol, lo que hace que los resultados sean 
difíciles de interpretar. En general, los intentos por demostrar la 
presencia de balsas lipídicas en las células vivas han sido fallidos, 
lo que puede significar que tales balsas no existen o que son tan 
pequeñas (5 a 25 nm de diámetro) y efímeras que es difícil de- 
tectarlas con las técnicas actuales. El concepto de balsas lipídicas 
es muy atractivo porque brinda un medio para introducir orden 
en un mar aparentemente aleatorio de moléculas de lípidos. Se 
postula que las balsas lipídicas sirven como plataformas flotantes 
que concentran proteínas particulares, lo que organiza a la mem- 
brana en compartimientos funcionales (fig. 4-244). Por ejemplo, 
se cree que las balsas lipídicas proporcionan un ambiente local 
favorable para que los receptores superficiales interactúen con 
otras proteínas de membrana que transmiten señales del espacio 
extracelular al interior de la célula. 


1. ¿Cuál es la importancia de la insaturación de los ácidos 
grasos para la fluidez de la membrana? ¿Y la de las 
enzimas capaces de desaturar los ácidos grasos? 

2. ¿A qué se refiere la temperatura de transición de 
una membrana y cómo se modifica por el grado de 
saturación o la longitud de las cadenas de las grasas 
acilo? ¿Qué importancia tienen estas propiedades para 
la formación de balsas lipídicas? 

3. ¿Por qué es importante la fluidez de la membrana para 
una célula? 

4. ¿Cómo es que ambos lados de una bicapa lipídica 
pueden tener distintas cargas iónicas? 


4.6 LA NATURALEZA DINÁMICA 
DE LA MEMBRANA PLASMÁTICA 


A partir de la discusión previa resulta aparente que la bicapa 
lipídica puede existir en un estado relativamente fluido. Como 
resultado, un fosfolípido puede moverse a los lados dentro de la 
misma hoja con mucha facilidad. La movilidad de las moléculas 
individuales de lípidos dentro de la bicapa de la membrana plas- 
mática puede observarse directamente al microscopio si se unen 
las cabezas polares de los lípidos con partículas de oro o com- 
puestos fluorescentes (fig. 4-29). Se calcula que un fosfolípido 
puede difundirse de un extremo de una bacteria al otro en uno o 
dos segundos. Por el contrario, una molécula de fosfolípido tarda 
horas o días en moverse a la otra hoja de la membrana. Por lo 
tanto, de todos los movimientos posibles para un fosfolípido, su 
voltereta al otro lado de la membrana es el más restringido (fig. 
4-25). Este hallazgo no es sorprendente. Para que ocurra la vol- 
tereta, el grupo cabeza hidrófila del lípido debe pasar por la hoja 
hidrófoba interna de la membrana, lo cual es termodinámica- 
mente desfavorable. Sin embargo, las células tienen enzimas que 
mueven en forma activa ciertos fosfolípidos de una hoja a la otra. 


FIGURA 4-25 Los movimientos posibles de los fosfolípidos en una 
membrana. Tipos de movimientos en los que pueden participar los fos- 
folípidos de la membrana y las escalas temporales aproximadas en las 
que ocurren. Mientras que los fosfolípidos se mueven de una hoja a la 
otra a una velocidad muy baja, se difunden rápidamente en sentido late- 
ral dentro de la hoja. Los lípidos que carecen de grupos polares, como el 
colesterol, pueden moverse con rapidez a través de la membrana. 


Estas enzimas participan en el establecimiento de la asimetría 
lipídica y también es probable que reviertan la velocidad lenta del 
movimiento pasivo a través de la membrana. 

Como los lípidos proporcionan la matriz en la que están 
incluidas las proteínas integrales de una membrana, el estado 
físico del lípido es un factor determinante de la movilidad de 
las proteínas integrales. La demostración de que las proteínas 
integrales pueden moverse dentro del plano de la membrana fue 
una piedra angular en el desarrollo del modelo de mosaico fluido. 
Las propiedades dinámicas de las proteínas de membrana se han 
revelado de varias formas. 


La difusión de las proteínas de membrana 
después de la fusión celular 


La fusión celular es una técnica en la que dos tipos distintos 
de células, o células de dos especies diferentes, se fusionan para 
producir una célula con un citoplasma común y una sola mem- 
brana plasmática continua. La fusión celular se induce al volver 
“pegajosa” la superficie de las células para que sus membranas 
plasmáticas se adhieran entre sí. Es posible fomentar la fusión 
de las células con la adición de ciertos virus desactivados que se 
unen con la superficie de la membrana, con la adición de poli- 
etilenglicol o con un choque eléctrico suave. La fusión celular ha 
tenido un papel importante en la biología celular y en la actua- 
lidad se usa en una técnica invaluable para preparar anticuerpos 
específicos (sección 18.19). 

Los primeros experimentos en demostrar que las proteínas 
de membrana podían moverse dentro del plano de la misma 
usando la fusión celular, los publicaron Larry Frye y Michael 
Edidin de la Johns Hopkins University en 1970. En sus experi- 
mentos fusionaron células de ratón y humano, y se siguió la lo- 
calización de proteínas específicas de la membrana plasmática 
una vez que las dos membranas se habían vuelto una continua. 
Para seguir la distribución de las proteínas de membrana del 
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(a) 
FIGURA 4-26 El uso de la fusión celular para revelar la movilidad de 


las proteínas de membrana. (a) Esbozo del experimento en el que se 
fusionaron células humanas y de ratón (pasos 1 a 2) y la distribución de 
proteínas en la superficie de cada célula seguida en los híbridos durante 
un tiempo (pasos 3 a 4). Las proteínas de membrana de ratón están in- 
dicadas con círculos cerrados, las proteínas humanas con círculos claros. 
La localización de las proteínas humanas y de ratón en las membranas 


ratón o las del humano en varios momentos después de la fu- 
sión, se prepararon anticuerpos contra uno u otro tipo de pro- 
teína y se unieron mediante enlaces covalentes con pigmentos 
fluorescentes. Los anticuerpos contra las proteínas del ratón se 
unieron en complejos con un pigmento con fluorescencia verde 
y los anticuerpos contra proteínas humanas, con otro que emi- 
tía fluorescencia roja. Cuando se agregaron los anticuerpos a las 
células fusionadas, se unieron con las proteínas correspondientes 
y pudieron localizarse con el microscopio de fluorescencia (fig. 
4-26a). Al momento de la fusión, la membrana plasmática pa- 
recía mitad humana y mitad de ratón; o sea que los dos tipos de 
proteína permanecían separados en su propio hemisferio (paso 
3, fig. 4-264,b). Conforme aumentó el tiempo después de la fu- 
sión, se observó que las proteínas de la membrana se desplaza- 
ban en forma lateral dentro de la membrana hacia el hemisferio 
contrario. Luego de unos 40 minutos, las proteínas de ambas 
especies estaban distribuidas de manera uniforme alrededor de 
toda la membrana de la célula híbrida (paso 4, fig. 4-26a). Si se 
hacía el mismo experimento a menor temperatura, la viscosidad 
de la bicapa lipídica aumentaba y la movilidad de las proteínas 
de membrana disminuía. Estos experimentos iniciales de fusión 
celular dieron la impresión de que las proteínas integrales de la 
membrana son capaces de realizar movimientos sin restricción. 
Como se revisa un poco más adelante, los estudios ulteriores de- 
jaron en evidencia que la dinámica de la membrana es un tema 
mucho más complejo de lo que se vio en un principio. 


Restricciones a la movilidad 
de proteínas y lípidos 


Varias técnicas permiten a los investigadores seguir los movi- 
mientos de moléculas en las membranas de células vivas con el 
microscopio óptico. En una técnica llamada recuperación de 
fluorescencia después de fotoblanqueamiento (FRAP), que se 
ilustra en la figura 4-27a, los componentes integrales de la mem- 
brana en células cultivadas se marcan con un pigmento fluores- 
cente. Es posible marcar una proteína particular de la membrana 
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(b) 5 um 


plasmáticas de las células híbridas se vigiló mediante la interacción con 
anticuerpos fluorescentes rojos y verdes, respectivamente. (4) Microgra- 
fía que muestra una célula fusionada en la que las proteínas de ratón 
y humanas todavía están en sus hemisferios respectivos (equivalente al 
híbrido en el paso 3 de la parte a). (8: TOMADA DE L. D. Frye y MI- 
CHAEL EpiDin, ] CELL Sci 7:328, 334, 1970, CON AUTORIZACIÓN DE 
Tur Company oF BioLocists Lro.) 


con una sonda específica, como un anticuerpo fluorescente. Una 
vez marcadas, las células se colocan al microscopio y se radian 
con un haz láser muy enfocado que blanquea las moléculas 
fluorescentes a su paso, lo que deja una mancha circular (casi 
siempre de 1 um de diámetro) en la superficie de la célula, que 
prácticamente carece de fluorescencia. Si las proteínas marcadas 
en la membrana son móviles, los desplazamientos aleatorios de 
estas moléculas deben producir una reaparición gradual de fluo- 
rescencia en el círculo radiado. La velocidad de recuperación de 
la fluorescencia (fig. 4-275) proporciona una medida directa de la 
velocidad de difusión (expresada como coeficiente de difusión, 
D) de las moléculas móviles. La magnitud de la recuperación 
de la fluorescencia (expresada como porcentaje de la intensidad 
original) brinda una medición del porcentaje de las moléculas 
marcadas que son libres de difundirse. 

Los primeros estudios con FRAP sugirieron que, 1) las 
proteínas de membrana se mueven mucho más lentamente en 
una membrana plasmática de lo que se desplazarían en una bica- 
pa lipídica pura, y 2) una fracción considerable de las proteínas 
de membrana (30 a 70%) no era libre de difundir de regreso 
al círculo radiado. No obstante, la técnica FRAP tiene sus li- 
mitaciones. Sólo puede seguir el movimiento promedio de una 
cantidad relativamente grande de moléculas marcadas (cientos 
a miles) conforme difunden una distancia grande (p. ej., 1 um). 
Como resultado, los investigadores que usan FRAP no pueden 
distinguir entre las proteínas que en verdad son inmóviles de las 
que sólo pueden difundir una distancia limitada en el tiempo 
permitido. Para salvar estas limitaciones, se desarrollaron técni- 
cas alternativas que permiten a los investigadores observar los 
movimientos de moléculas proteínicas individuales en distancias 
muy cortas y determinar cómo es que podrían estar restringidas. 

En el rastreo de partícula única (SPT, single-particle trac- 
king), se marcan moléculas individuales de proteínas de mem- 
brana, casi siempre con anticuerpos cubiertos con partículas de 
oro (de unos 40 nm de diámetro), y se siguen los movimientos 
de las moléculas marcadas mediante videomicroscopia asistida 
por computadora (sección 18.1). Los resultados de estos estudios 
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FIGURA 4-27 Medición de las velocidades de difusión de las proteínas 
de membrana por recuperación de fluorescencia después de fotoblan- 
queado (FRAP). (a) En esta técnica, un componente particular de la 
membrana se marca primero con un pigmento fluorescente (paso 1). 
Luego se radia una pequeña región de la superficie para blanquear las 
moléculas de pigmento (paso 2) y después de un tiempo, se recupera la 
fluorescencia en la región blanqueada (paso 3) (N representa el núcleo 
celular). (5) La velocidad de recuperación de la fluorescencia en la man- 
cha iluminada varía según la(s) proteína(s) que se siga(n). La velocidad 
de recuperación está relacionada con el coeficiente de difusión de la pro- 
teína con marca fluorescente. 


a menudo dependen de la proteína particular que se investigue. 
Por ejemplo, 


E Algunas proteínas de membrana se mueven en forma aleato- 
ria por toda la membrana (fig. 4-28, proteína A), aunque casi 
siempre a velocidades mucho menores de las medidas en una 
bicapa lipídica artificial. (Si la movilidad proteínica se basara 
sólo en parámetros físicos como la viscosidad lipídica y el ta- 
maño de la proteína, se esperaría que las proteínas migraran 
con coeficientes de difusión cercanos a 1078 a 10? cm?/s, en 
lugar de 107% a 107” cm?/s, como se observa para las molé- 
culas de este grupo.) Las razones para el bajo coeficiente de 
difusión están en debate. 


E Algunas proteínas de membrana no se mueven y se conside- 
ran inmovilizadas (fig. 4-28, proteína B). 


E En algunos casos, se observa que una proteína se mueve en 
forma muy dirigida (no aleatoria) hacia una u otra parte de la 
célula (fig. 4-28, proteína C). Por ejemplo, una proteína de 
membrana particular podría tender a moverse hacia el mar- 
gen líder o de retaguardia de una célula en movimiento. 


m En la mayoría de los estudios, el mayor porcentaje de tipos 
de proteína tienen movimiento aleatorio (de Brown) en la 
membrana a una velocidad consistente con la difusión libre 
(coeficientes de difusión cercanos a 5 X 10"? cm?/s), pero 
las moléculas son incapaces de moverse con libertad más de 
unas décimas de micrómetro. La difusión a grandes distancias 


FIGURA 4-28 Patrones de movimiento de las proteínas integrales de 
la membrana. Según el tipo celular y las condiciones, las proteínas in- 
tegrales de la membrana pueden mostrar varios tipos de movilidad. La 
proteína A es capaz de difundir al azar por toda la membrana, aunque su 
velocidad de movimiento puede ser limitada; la proteína B se inmoviliza 
por su interacción con el esqueleto de membrana subyacente; la proteína 
C se mueve en una dirección particular como resultado de su interacción 
con una proteína motor en la superficie citoplásmica de la membrana; el 
movimiento de la proteína D está limitado por otras proteínas integrales 
de la membrana; el movimiento de la proteína E se restringe por las 
vallas formadas por proteínas del esqueleto de la membrana, pero puede 
saltar hacia compartimientos adyacentes por aberturas transitorias en 
una valla; el movimiento de la proteína F está limitado por materiales 
extracelulares. 


ocurre, pero a menor velocidad, al parecer por la presencia de 
barreras. Estas barreras se explican en las secciones siguientes. 


Control de la movilidad de las proteínas de membrana 
Parece que las proteínas plasmáticas no son del todo libres para 
vagar al azar en el “mar” de lípidos, sino que están sujetas a va- 
rias influencias que afectan su movilidad. Algunas membranas 
son ricas en proteínas, por lo que los movimientos aleatorios 
de una molécula pueden estar impedidos por sus vecinas (fig. 
4-28, proteína D). Se cree que las influencias más fuertes sobre 
una proteína integral de la membrana provienen justo debajo de 
la membrana, en su cara citoplásmica. Las membranas plasmá- 
ticas de muchas células tienen una red fibrilar, “esqueleto de la 
membrana”, consistente en proteínas periféricas situadas en 
la superficie citoplásmica de la membrana. Un cierto porcentaje 
de moléculas de proteínas integrales de la membrana está fijo al 
esqueleto de la membrana (fig. 4-28, proteína B) o está restringi- 
da por éste de alguna otra manera. 

La información sobre la presencia de barreras de mem- 
brana se obtuvo con una técnica innovadora que permite a los 
investigadores atrapar proteínas integrales y arrastrarlas por la 
membrana plasmática con una fuerza conocida. Esta técnica, que 
utiliza un aparato conocido como tenazas ópticas, aprovecha las 
diminutas fuerzas ópticas que se generan con un rayo láser en- 
focado. Las proteínas integrales que van a estudiarse se marcan 
con cuentas cubiertas con anticuerpos, que sirven como manijas 
que pueden sujetarse con el rayo láser. Casi siempre se encuentra 
que las tenazas ópticas pueden arrastrar una proteína integral 
hasta una distancia limitada antes que la proteína encuentre una 
barrera que la libera de la sujeción del láser. Cuando se libera, la 
proteína casi siempre regresa, lo que sugiere que las barreras son 
estructuras elásticas. 

Una estrategia para estudiar los factores que afectan la movi- 
lidad de las proteínas de membrana es la modificación genética de 
las células para que produzcan proteínas de membrana alteradas. 
Las proteínas integrales cuyas porciones citoplásmicas se elimina- 
ron mediante ingeniería genética a menudo se desplazan a distan- 
cias mucho mayores que sus contrapartes intactas, lo que indica 
que las barreras se encuentran en el lado citoplásmico de la mem- 
brana. Estos hallazgos sugieren que el esqueleto subyacente de la 
membrana forma una red de “vallas” alrededor de porciones de 
la membrana y crea compartimientos que limitan la distancia que 
una proteína integral puede viajar (fig. 4-28, proteína E). Las pro- 
teínas cruzan los límites de un compartimiento a otro a través de 
interrupciones en las vallas. Se cree que estas aberturas aparecen 
y desaparecen con el desensamble y nuevo ensamble dinámico 
de las partes de la valla. Es probable que los compartimientos 
de la membrana mantengan combinaciones específicas de pro- 
teínas con la proximidad suficiente para facilitar su interacción. 

Las proteínas integrales que carecen de la porción que en 
condiciones normales se proyectaría hacia el espacio extracelular 
casi siempre se desplazan a una velocidad mucho mayor que la 
versión nativa de la proteína. Este hallazgo sugiere que el movi- 
miento de una proteína transmembrana a través de la bicapa se 
alenta por materiales extracelulares que pueden enredar la por- 
ción externa de la molécula proteínica (fig. 4-28, proteína F). 


Movilidad de lípidos en la membrana Las proteínas son 
moléculas enormes, por lo que no es sorprendente que su movi- 
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miento dentro de la bicapa lipídica esté limitado. En compara- 
ción, los fosfolípidos son moléculas pequeñas que conforman el 
tejido mismo de la bicapa lipídica. Podría esperarse que sus mo- 
vimientos fueran del todo libres, aunque varios estudios sugieren 
que la difusión de fosfolípidos también está restringida. Cuando 
las moléculas individuales de fosfolípido de una membrana plas- 
mática se marcan y siguen al microscopio con cámaras de ultra 
alta velocidad, se ve que permanecen confinadas por periodos 
muy cortos y luego saltan de un área confinada a otra. La figura 
4-29a muestra el trayecto de un fosfolípido individual dentro de 
la membrana plasmática en un periodo de 56 milisegundos. El 
análisis por computadora indica que el fosfolípido se difunde con 
libertad dentro de un compartimiento (sombreado en púrpura) 
antes de saltar la “valla” hacia el compartimiento vecino (som- 
breado en azul), y luego salta sobre otra hacia un compartimiento 
adyacente (sombreado en verde), y así continúa. El tratamien- 
to de la membrana con agentes que rompen el esqueleto de la 
membrana elimina algunas de las vallas que limitan la difusión 
del fosfolípido. No obstante, si el esqueleto de la membrana se 
encuentra debajo de la bicapa lipídica, ¿cómo puede interferir 
con el movimiento del fosfolípido? Los autores de estos estudios 
especulan que las vallas están construidas por hileras de proteí- 
nas integrales de membrana cuyos dominios citoplásmicos están 
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FIGURA 4-29 Demostración experimental de que la difusión de los 
fosfolípidos dentro de la membrana plasmática está limitada. (2) El 
rastro de un solo fosfolípido insaturado marcado se sigue durante 56 ms 
mientras se difunde dentro de la membrana plasmática de un fibroblas- 
to de rata. Los fosfolípidos se difunden sin restricciones dentro de un 
compartimiento confinado antes de saltar al compartimiento vecino. La 
velocidad de difusión dentro de un compartimiento es tan alta como se 
esperaría de un movimiento tipo Brown sin limitaciones. Sin embargo, 
la velocidad general de difusión del fosfolípido parece disminuida por- 
que la molécula debe saltar una barrera para continuar su movimiento. 
El movimiento del fosfolípido dentro de cada compartimiento está re- 
presentado por un solo color. (4) El mismo experimento mostrado en a 
se realiza durante 33 ms en una bicapa artificial, que carece de la “valla 
de postes” presente en una membrana celular. La trayectoria extendida 
mucho más abierta del fosfolípido ahora puede explicarse por el simple 
movimiento tipo Brown sin restricciones. Con la finalidad de compa- 
rar, en Å se asignaron compartimientos falsos y se indican con distintos 
colores. (TomADA DE TAKAHIRO FUJIWARA ET AL., POR CORTESÍA DE 
AKIHIRO Kusum1, J. CELL BroL. 157:1073, 2002; POR AUTORIZACIÓN 
DE DERECHOS DE THE ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 
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unidos al esqueleto de la membrana. Esto es parecido al confina- 
miento de caballos o vacas con una valla de estacas cuyos postes 
están enterrados en el suelo subyacente. 


Dominios de la membrana y polaridad celular En su ma- 
yoría, los estudios sobre la dinámica de la membrana, como los 
explicados antes, se realizan en una membrana plasmática rela- 
tivamente homogénea situada en la superficie superior o inferior 
de una célula que reside en un platillo de cultivo. Sin embargo, 
la mayoría de las membranas presentan variaciones distintivas 
en su composición proteínica y su movilidad, sobre todo en las 
células cuyas varias superficies realizan diferentes funciones. Por 
ejemplo, las células epiteliales que recubren la pared intestinal o 
conforman los túbulos microscópicos de los riñones son células 
muy polarizadas cuyas superficies realizan funciones distintas 
(fig. 4-30). Los estudios indican que la membrana plasmática 
apical, que absorbe en forma selectiva sustancias de la luz, tiene 
enzimas diferentes a las de la membrana plasmática lateral, que 
interactúa con las células epiteliales vecinas, o que la membrana 
de la base, que se adhiere al sustrato extracelular subyacente (una 
membrana basal). En otros ejemplos, los receptores para sustan- 
cias neurotransmisoras se concentran en regiones de la mem- 
brana plasmática situada dentro de las sinapsis (fig. 4-56) y los 
receptores para lipoproteínas de baja densidad se concentran en 
parches de la membrana plasmática especializada para facilitar 
su interiorización (fig. 8-38). 

De todos los tipos diversos de células de mamíferos, los 
espermatozoides tienen la estructura más diferenciada. Un es- 
permatozoide maduro puede dividirse en cabeza, porción inter- 
media y cola, cada una con sus propias funciones especializadas. 
Aunque se divide en varias partes distintas, un espermatozoide 
está cubierto por una membrana plasmática continua, que como 
revelan muchas técnicas, consiste en un mosaico de diversos tipos 
de dominios localizados. Por ejemplo, cuando se trata a los esper- 
matozoides con diversos anticuerpos, cada uno tiene un patrón 
topográfico único de combinación con la superficie de una célula, 
reflejo de la distribución en la membrana plasmática del antígeno 
proteico particular que reconoce cada anticuerpo (fig. 4-31). 


El eritrocito: un ejemplo de estructura 
de la membrana plasmática 


De todos los tipos de membranas, la membrana plasmática del 
eritrocito humano es la más estudiada y la mejor comprendi- 
da (fig. 4-32). Hay varias razones para la popularidad de esta 
membrana. Las células son baratas de obtener y disponibles en 
enormes cantidades en la sangre entera. Ya se encuentran como 
células individuales y no es necesario disociarlas de un tejido 
complejo. Las células son sencillas, en comparación con otros 
tipos celulares, carecen de membranas nuclear y citoplásmica que 
siempre contaminan las preparaciones de membrana plasmática 
de otras células. Además, pueden obtenerse membranas plasmá- 
ticas de eritrocito purificadas, intactas tan sólo con colocar las 
células en una solución salina diluida (hipotónica). Las células 
responden al choque osmótico mediante la captación de agua y 
se hinchan, un fenómeno llamado »emólisis. Conforme aumenta 
el área, la célula presenta fugas y su contenido, formado casi en 
su totalidad por hemoglobina disuelta, sale de la célula y deja un 
“fantasma” de membrana plasmática (fig. 4-324). 
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FIGURA 4-30 Funciones diferenciadas de la membrana plasmática de 
una célula epitelial. La superficie apical de esta célula epitelial intestinal 
contiene proteínas integrales que participan en el transporte de iones e 
hidrólisis de disacáridos, como la sacarosa y la lactosa; la superficie late- 
ral contiene proteínas integrales que participan en la interacción inter- 
celular, y la superficie basal contiene proteínas integrales que permiten la 
relación de la célula con la membrana basal subyacente. 
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FIGURA 4-31 Diferenciación de la membrana plasmática espermática 
de mamífero según revelan anticuerpos fluorescentes. (a-c) Tres pares 
de micrografías, cada par muestra la distribución de una proteína par- 
ticular en la superficie celular, revelada por un anticuerpo fluorescente 
unido. Las tres proteínas se localizan en distintas partes de la membrana 
espermática continua. Cada par de fotografías muestra el patrón de fluo- 
rescencia del anticuerpo unido y una micrografía con contraste de fase de 
la misma célula. (4) Diagrama que resume la distribución de las proteínas. 
(a-c: TOMADAS DE Diana G. MyLes, PauL PRIMAKOFF Y ANTHONY R. 
BeLLvÉ, CELL 23:434, 1981, POR AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 
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FIGURA 4-32 La membrana plasmática del eritrocito humano. (a) Micrografía electrónica de 
barrido de eritrocitos humanos. (4) Micrografía que muestra fantasmas de membrana plasmá- 
tica, que se aislaron al permitir que los eritrocitos se hincharan y hemolizaran como se describe 
en el texto. (c) Los resultados de la electroforesis en gel SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) usa- 
da para fraccionar las proteínas de la membrana del eritrocito, que se identificaron en la parte 
lateral del gel. (4) Un modelo de la membrana plasmática del eritrocito vista desde la superficie 
interna, muestra las proteínas integrales incrustadas en la bicapa lipídica y la disposición de las 
proteínas periféricas que conforman el esqueleto interno de la membrana. El dímero banda 3 
mostrado está simplificado. La proteína banda 4.1 estabiliza los complejos actina-espectrina. 
(e) Micrografía electrónica que muestra la disposición de las proteínas del esqueleto interno de 
la membrana. (A: POR CORTESÍA DE Francois M. M. Morz, RicHarD F. BAKER Y HAROLD 
WAayLAND, J. CELL Bior. 48:91, 1971; B: POR CORTESÍA DE JosEPH F. HOFFMAN; C: REPRODU- 
CIDA CON AUTORIZACIÓN A PARTIR DE V.T. MarchEs1, H. FurTHMAYR Y M. TomITA, ANNU. 
Rev. BrocHEm. voL. 45; O 1976 POR ANNUAL Reviews ÍNC.; D: TOMADA DE D. Vorr y J. G. 
Vorr, BIOCHEMISTRY 2ND ED. CoPYrIGHT O 1995, Jonn WiLeY & Sons, ÍNC.; E: TOMADA 
DE SHIH-CHUN Liu, Laura H. Derick y Jrr1 Patek, J. CELL BroL. 104:527, 1987; A, E: POR 
AUTORIZACIÓN DE DERECHOS DE THE ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 
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Una vez que se aíslan las membranas plasmáticas de eri- 
trocito, las proteínas pueden solubilizarse y separarse unas de 
otras (fraccionarse), lo que da una mejor idea de la diversidad 
de proteínas dentro de la membrana. El fraccionamiento de las 
proteínas plasmáticas puede hacerse con electroforesis en gel de 
poliacrilamida (PAGE) en presencia del detergente iónico SDS. 
(La técnica de SDS-PAGE se explica en la sección 18.7.) El 
SDS mantiene las proteínas integrales solubles y además, agrega 
una gran cantidad de cargas negativas a las proteínas con las que 
se relaciona. Como el número de moléculas de SDS cargadas por 
unidad de peso de proteína tiende a ser relativamente constante, 
las moléculas se separan entre sí según su peso molecular. Las 
proteínas más grandes se desplazan por el tamiz molecular del 
gel. Las proteínas mayores de la membrana del eritrocito se se- 
paran en casi una docena de bandas conspicuas con SDS-PAGE 
(fig. 4-32c). Entre las proteínas existen diversas enzimas (inclui- 
da gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa, una de las enzimas 
de la glucólisis), proteínas de transporte (para iones y azúcares) y 
proteínas esqueléticas (p. ej., espectrina). 


Proteínas integrales de la membrana del eritrocito La 
figura 4-32d presenta un modelo de la membrana plasmática 
del eritrocito que muestra sus proteínas principales. Las proteí- 
nas integrales más abundantes de esta membrana son dos, que 
cruzan la membrana y contienen carbohidratos, la banda 3 y la 
elucoforina A. La alta densidad de estas proteínas dentro de 
la membrana es evidente en las micrografías por fractura conge- 
lada de la figura 4-15. La banda 3, cuyo nombre proviene de su 
posición en un gel electroforético (fig. 4-32c), se encuentra como 
dímero formado por dos subunidades idénticas (homodímero). 
Cada subunidad atraviesa la membrana al menos una docena de 
veces y contiene una cantidad relativamente pequeña de carbo- 
hidrato (6 a 8% del peso de la molécula). La proteína banda 3 
sirve como conducto para el intercambio pasivo de ¡ones a través 
de la membrana. Conforme la sangre circula por los tejidos, el 
dióxido de carbono se disuelve en el líquido de la sangre (plasma) 
y experimenta la reacción siguiente: 


H,O + CO, > H,CO, > HCO; + H* 


Los iones bicarbonato (HCO;) entran al eritrocito a cambio de 
los iones cloro, que salen de la célula. En los pulmones, donde 
se libera dióxido de carbono, la reacción se invierte y los iones 
del bicarbonato salen del eritrocito a cambio de iones cloro. El 
movimiento recíproco de HCO; y CI” ocurre a través de un 
conducto en el centro de cada dímero de banda 3. 

La glucoforina A fue la primera proteína de membrana en 
la que se determinó la secuencia de aminoácidos. La disposi- 
ción de la cadena polipeptídica de la glucoforina A dentro de 
la membrana plasmática se muestra en la figura 4-18. (Otras 
glucoforinas relacionadas, B, C, D y E, también se encuentran 
en la membrana en concentraciones mucho menores.) Como la 
banda 3, la glucoforina A también se encuentra en la membrana 
como dímero. A diferencia de la banda 3, cada subunidad de la 
glucoforina A cruza la membrana sólo una vez y contiene una 
cubierta ramificada de carbohidrato que consiste en 16 cadenas 
de oligosacáridos que juntas constituyen casi el 60% del peso 
molecular. Se cree que la función principal de la glucoforina pro- 
viene de la gran cantidad de cargas negativas del ácido siálico, 
el residuo de azúcar al final de cada cadena de carbohidrato. A 


causa de estas cargas, los eritrocitos se repelen entre sí, lo que 
impide que las células se aglomeren a su paso por los diminutos 
vasos del cuerpo. Hay que señalar que las personas que carecen 
de glucoforina A y B en los eritrocitos no tienen efectos adversos 
por su ausencia. Al mismo tiempo, las proteínas banda 3 de es- 
tas personas tienen una glucosilación más intensa, lo que parece 
compensar las cargas negativas faltantes necesarias para prevenir 
la interacción entre las células. La glucoforina también es el re- 
ceptor utilizado por los protozoarios causantes de paludismo, lo 
que establece una vía de entrada al eritrocito. Por consiguiente, 
se cree que las personas cuyos eritrocitos carecen de glucoforina 
A y B están protegidas contra el paludismo. Las diferencias en 
la secuencia de aminoácidos de la glucoforina determinan si una 


persona tiene tipo sanguíneo MM, MN o NN. 


El esqueleto de la membrana eritrocítica Las proteínas 
periféricas de la membrana plasmática del eritrocito se sitúan 
en su superficie interna y constituyen un esqueleto fibrilar en la 
membrana (fig. 4-324,e) que tiene una función importante para 
determinar la forma bicóncava del eritrocito. Como se explica 
en la página 139, el esqueleto de la membrana puede establecer 
dominios dentro de la membrana que rodean grupos particulares 
de proteínas de membrana y podrían restringir mucho el despla- 
zamiento de estas proteínas. El principal componente del esque- 
leto es una proteína fibrosa alargada, la espectrina. La espectrina 
es un heterodímero de unos 100 nm de largo, consistente en una 
subunidad a y una B que se entrelazan una alrededor de la otra. 
Dos de estas moléculas diméricas están unidas por sus extre- 
mos cabeza para formar un filamento de 200 nm de largo que es 
flexible y elástico. La espectrina está unida a la superficie interna 
de la membrana mediante enlaces no covalentes con otra pro- 
teína periférica, la anguirina (las esferas verdes de la fig. 4-32d), 
que a su vez se unen en forma no covalente con el dominio cito- 
plásmico de una molécula de banda 3. Como resulta evidente 
en la figura 4-32d y e, los filamentos de espectrina se organizan 
con patrones hexagonales o pentagonales. Esta red bidimensio- 
nal se construye mediante la unión de ambos extremos de cada 
filamento de espectrina en un cúmulo de proteínas que incluye 
un filamento corto de actina y tropomiosina, proteínas implica- 
das en las actividades contráctiles. Varias enfermedades genéti- 
cas (anemia hemolítica) caracterizadas por eritrocitos frágiles de 
forma anormal se rastrearon hasta mutaciones en la anquirina o 
la espectrina. 

Si se eliminan las proteínas periféricas de los fantasmas de 
eritrocitos, la membrana se fragmenta en pequeñas vesículas, lo 
que indica que la red proteínica interna es necesaria para man- 
tener la integridad de la membrana. Los eritrocitos son células 
circulantes que se comprimen bajo presión para pasar por capi- 
lares microscópicos cuyo diámetro es mucho menor al de los eri- 
trocitos mismos. Para cruzar estos pasos estrechos, y para hacerlo 
día tras día, el eritrocito debe ser muy deformable, duradero y 
capaz de soportar fuerzas en cizalla que tienden a romperlo. La 
red de espectrina-actina da a la célula la fuerza, elasticidad y fle- 
xibilidad necesarias para realizar su función demandante. 

Cuando se descubrió, se pensó que el esqueleto de la mem- 
brana de los eritrocitos era una estructura única adecuada para la 
forma peculiar y las necesidades mecánicas de este tipo de célula. 
Sin embargo, cuando se examinaron otras células se descubrieron 
esqueletos de membrana parecidos que contenían miembros de 
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las familias de la espectrina y la anquirina, lo que indica que el 
esqueleto interno de la membrana es un rasgo difundido. Por 
ejemplo, la distrofina es un miembro de la familia de la espec- 
trina que se encuentra en el esqueleto de membrana de las cé- 
lulas musculares. Las mutaciones en la distrofina son causantes 
de distrofia muscular, una enfermedad devastadora que incapa- 
cita y mata a los niños. Como ocurre en la fibrosis quística (pág. 
157), las mutaciones más debilitantes son las que conducen a 
la ausencia completa de la proteína en la célula. Al parecer, las 
membranas plasmáticas de las células musculares que carecen de 
distrofina se destruyen como consecuencia de la tensión mecá- 
nica que se ejerce sobre ellas con la contracción muscular. Como 
resultado, las células mueren y al final ya no se sustituyen. 


1. Describa dos técnicas para medir la velocidad de 
difusión de una proteína de membrana específica. 

2. Compare y señale las diferencias entre los tipos de 
movilidad proteínica mostrados en la figura 4-28. 

3. Explique dos funciones importantes de las proteínas 
integrales y periféricas de la membrana del eritrocito. 

4. Compare la velocidad de difusión lateral de un lípido 
con la del giro. ¿Cuál es la razón de la diferencia? 


4.7 EL MOVIMIENTO DE SUSTANCIAS 
A TRAVES DE LAS MEMBRANAS CELULARES 


Como el contenido celular está completamente rodeado por 
su membrana plasmática, toda comunicación entre la célula y 
el medio extracelular debe estar mediada por su estructura. En 
cierto sentido, la membrana plasmática tiene una función doble. 
Por un lado, debe conservar los materiales disueltos de la célula 
para que no se escapen al ambiente, mientras que al mismo tiem- 
po debe permitir el intercambio necesario de materiales hacia 
dentro y fuera de la célula. La bicapa lipídica de la membrana 
es ideal para prevenir la pérdida de solutos cargados y polares de 
una célula. Por consiguiente, debe existir cierta provisión especial 
para permitir el desplazamiento de nutrientes, iones, productos 
de desecho y otros compuestos, desde y hacia la célula. Hay dos 
formas básicas de movimiento de sustancias a través de la mem- 
brana: pasiva por difusión o activa por un proceso de transporte 
acoplado con energía. Ambos tipos de movimientos producen 
un flujo neto de un ion o compuesto particular. El término fujo 
neto indica que el desplazamiento de una sustancia hacia la célula 
(entrada) y fuera de la célula (salida) no está equilibrado, sino que 
una excede a la otra. 

Se conocen varios procesos diferentes mediante los cuales 
las sustancias se desplazan a través de las membranas: difusión 
simple por la bicapa lipídica; difusión simple por un conducto 
acuoso recubierto por proteína; difusión facilitada por un trans- 
portador proteínico, y transporte activo, que requiere una “bom- 
ba” proteínica impulsada por energía y capaz de mover sustancias 
contra un gradiente de concentración (fig. 4-33). Se describe 
cada tipo de transporte por separado, pero antes se explica la 
energética del movimiento de solutos. 
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Pasiva Activa 
oO] | 
No mediada Mediada por transportador 


ATP ADP+P; 
Glucosa Nat K+ 


0, Na+ 


(e) 


FIGURA 4-33 Cuatro mecanismos básicos por los cuales las moléculas 
de soluto se desplazan a través de las membranas. Los tamaños relati- 
vos de las letras indican la dirección de los gradientes de concentración. 
(a) Difusión simple a través de la bicapa, que siempre avanza de la concen- 
tración alta a la baja. (4) Difusión simple a través de un conducto acuoso 
formado dentro de una proteína integral de membrana o un cúmulo de 
tales proteínas. Como en a, el desplazamiento siempre es en favor de un 
gradiente de concentración. (c) Difusión facilitada en la que las molécu- 
las de soluto se unen de manera específica con un portador proteínico 
de membrana (un transportador facilitador). Como en a y en å, el movi- 
miento siempre es de la concentración alta a la baja. (4) Transporte activo 
mediante un transportador proteínico con un sitio de unión específico que 
presenta un cambio en la afinidad impulsado con la energía liberada de un 
proceso exergónico, como la hidrólisis de ATP. El desplazamiento ocurre 
en contra de un gradiente de concentración. (e) Ejemplos de cada tipo de 
mecanismo conforme ocurre en la membrana de un eritrocito. 


La energética del movimiento de solutos 


La difusión es un proceso espontáneo en el que una sustancia se 
desplaza de una región de alta concentración a otra de baja con- 
centración, lo que al final elimina la diferencia de concentración 
entre las dos regiones. Como se explica en la página 87, la difu- 
sión depende del movimiento térmico aleatorio de solutos y es 
un proceso exergónico impulsado por un aumento en la entropía. 
La explicación siguiente se limitará a la difusión de sustancias a 
través de las membranas. 

El cambio de energía libre cuando un soluto sin carga (no 
electrólito) difunde a través de una membrana depende de la 
magnitud del gradiente de concentración, es decir la diferencia 
en la concentración a ambos lados de la membrana. La siguiente 
relación describe el movimiento de un no electrólito al interior 


de la célula: 


e [C] 
AG = RTIn [C] 
C 
AG = 2.303 RT log, 5] 


donde AG es el cambio de energía libre (sección 3.1), R es la 
constante de gas, T es la temperatura absoluta y [C]/[C,] es 
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la proporción entre la concentración del soluto en las superficies 
interna (i) y externa (o) de la membrana. A 25°C, 

AG = 1.4 kcal/mol - 1 ICJ 

= 1.4 kcal/mol * log,, [C] 

Si la proporción [C ]/[C,] es menor de 1.0, el logaritmo de la 
proporción es negativo, AG es negativa y la termodinámica fa- 
vorece la entrada neta del soluto (exergónica). Por ejemplo, si 
la concentración externa de soluto es 10 veces mayor a la con- 
centración interna, AG = —1.4 kcal/mol. Por tanto, el manteni- 
miento de un gradiente de concentración 10 veces mayor repre- 
senta un almacenamiento de 1.4 kcal/mol. Conforme el soluto 
se desplaza al interior de la célula, el gradiente de concentración 
disminuye, la energía almacenada se disipa y AG disminuye hasta 
que al llegar al equilibrio, AG es cero. (Para calcular AG para el 
movimiento de un soluto hacia fuera de la célula, el término para 
la proporción entre las concentraciones es [C, ]/[C.].) 

Si el soluto es un electrólito (una especie con carga), tam- 
bién debe considerarse la diferencia general de carga entre los 
dos compartimientos. Como resultado de la repulsión mutua de 
iones con cargas semejantes, el desplazamiento de un electrólito 
a través de una membrana de un compartimiento a otro que tiene 
una carga neta del mismo signo es desfavorable, desde el punto 
de vista termodinámico. Por el contrario, si la carga del electrólito 
es de signo opuesto al compartimiento al cual se desplaza, el pro- 
ceso es termodinámicamente favorable. A mayor diferencia en la 
carga (diferencia de potencial o voltaje) entre los dos comparti- 
mientos, mayor será la diferencia en la energía libre. Por tanto, la 
tendencia de un electrólito a difundir entre dos compartimientos 
depende de dos gradientes: un gradiente químico determinado 
por la diferencia en la concentración de la sustancia entre ambos 
compartimientos, y el gradiente de potencial eléctrico, estableci- 
do por la diferencia en la carga. Juntas, estas diferencias se com- 
binan para producir un gradiente electroquímico. El cambio de 
energía libre para la difusión de un electrólito al interior de la 
célula es 
[C] 
[C] 
Donde z es la carga del soluto, F es la constante de Faraday 
(23.06 kcal/V - equivalente, donde un equivalente es la cantidad 
de electrólito que tiene un mol de carga), y AE, es la diferencia 
de potencial (en voltios) entre ambos compartimientos. En el 
ejemplo previo se observó que una diferencia de 10 veces en la 
concentración de un no electrólito a través de una membrana a 
25°C genera un AG de —1.4 kcal/mol. Supóngase que el gra- 
diente de concentración consistía en iones de Na”, que estaban 
presentes en una concentración 10 veces más alta fuera de la cé- 
lula que en el citoplasma. Como el voltaje a través de la membra- 
na de una célula casi siempre es —70 mV (pág. 160), el cambio 
en la energía libre para el movimiento de un mol de iones Na* 
hacia el interior de la célula en estas condiciones sería 


AG = -1.4 kcal/mol + zFAE 
AG = —1.4 kcal/mol + (1)(23.06 kcal/V - mol) (—0.07 V) 
= —3.1 kcal/mol 


AG = RTIn 


+ zFAE 


Por lo tanto, en dichas condiciones, la diferencia en la concen- 
tración y el potencial eléctrico hacen contribuciones similares al 
almacenamiento de energía a través de la membrana. 


La interrelación entre la concentración y las diferencias po- 
tenciales se observa en la difusión de iones potasio (K*) hacia 
fuera de la célula. La salida de iones se favorece por el gradiente 
de concentración de K*, que tiene una mayor concentración de 
K* en el interior de la célula, pero obstaculizado por el gradiente 
eléctrico que su difusión genera, lo que deja una carga negativa 
mayor dentro de la célula. Este tema se revisa mejor al conside- 
rar los potenciales de membrana y los impulsos nerviosos en la 
sección 4.8. 


Difusión de sustancias a través 
de las membranas 


Deben cumplirse dos condiciones para que un no electrólito 
pueda difundir en forma pasiva a través de la membrana plasmá- 
tica. La sustancia debe estar presente en mayor concentración en 
un lado de la membrana que en el otro y la membrana debe ser 
permeable a la sustancia. Una membrana puede ser permeable a 
un soluto determinado 1) porque el soluto puede pasar en forma 
directa por la bicapa lipídica, o 2) porque el soluto puede cruzar 
por un poro acuoso que atraviesa la membrana. Se comenzará 
con la primera ruta, en la que la sustancia debe disolverse en la 
bicapa lipídica a su paso por la membrana. 

La revisión de la difusión simple lleva a considerar la po- 
laridad de un soluto. Una medida simple de la polaridad (o no 
polaridad) de una sustancia es el coeficiente de partición, que es 
la proporción entre su solubilidad en un solvente no polar, como 
octanol o un aceite vegetal, y su solubilidad en agua en condicio- 
nes en las que el solvente no polar y el agua están mezclados. La 
figura 4-34 muestra la relación entre el coeficiente de partición y 
la permeabilidad de la membrana de diversas sustancias y fárma- 
cos. Es evidente que mientras mayor sea la solubilidad en lípidos, 
es más rápida la penetración. 

Otro factor que determina la velocidad de penetración de 
un compuesto a través de la membrana es su tamaño. Si dos mo- 
léculas tienen coeficientes de partición más o menos equivalen- 
tes, la molécula más pequeña tiende a penetrar la bicapa lipídica 
de una membrana con más rapidez que la más grande. Las mo- 
léculas muy pequeñas sin carga penetran con mucha rapidez las 
membranas celulares. Por consiguiente, las membranas son muy 
permeables a pequeñas moléculas inorgánicas, como O,, CO,, 
NO y H,O; se cree que éstas se deslizan entre los fosfolípidos 
adyacentes. En cambio, las moléculas polares más grandes, como 
los azúcares, aminoácidos e intermediarios fosforilados, tienen 
poca penetrabilidad de la membrana. Como resultado, la bicapa 
lipídica de la membrana plasmática establece una barrera efecti- 
va que impide que estos metabolitos esenciales difundan fuera de 
la célula. Algunas de estas moléculas (p. ej., azúcares y aminoáci- 
dos) deben entrar a las células desde la corriente sanguínea, pero 
no pueden hacerlo por difusión simple. En lugar de eso, debe 
haber mecanismos especiales para mediar su penetración a través 
de la membrana plasmática. El uso de estos mecanismos permite 
a la célula regular el movimiento de sustancias a través de su 
barrera superficial. Más adelante se regresará a esta característica 
de las membranas. 


La difusión del agua a través de las membranas Las 
moléculas de agua se mueven con mucha mayor rapidez a través 
de una membrana celular que los iones disueltos o los solutos 
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Permeabilidad cerebrovascular (cm/s) 


10* 10° 10° 10 
Coeficiente de partición octanol-agua 
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A. Sacarosa J. Vinblastina S. Misonidazol 
B. Epipodofilotoxina K. Curare T. Propilenglicol 
C. Manitol L. Tiourea U. Metronidazol 
D. Arabinosa M. Dianhidrogalacticol V. Mostaza espirohidantoína 
E. N,metil-nicotinamida N. Glicerol W. Procarbazina 
F. Metotrexato O. 5-FU X. PCNU 
G. Vincristina P. Etilenglicol Y. Antipirina 
H. Urea Q. Acetamida Z. Cafeína 
I. Formamida R. Ftorafur ~. BCNU 
*. CCNU 


FIGURA 4-34 La relación entre el coeficiente de partición y la per- 
meabilidad de la membrana. En este caso, se hicieron mediciones de 
la penetración de diversas sustancias y fármacos a través de membra- 
nas plasmáticas de las células que recubren los capilares del cerebro. Las 
sustancias penetran al pasar por la bicapa lipídica de estas células. El 
coeficiente de partición se expresa como la proporción entre la solubili- 
dad de un soluto en octanol y su solubilidad en agua. La permeabilidad 
se expresa como penetrancia (P) en cm/s. Para todos, salvo unos cuantos 
compuestos como vinblastina y vincristina, la penetrancia es directa- 
mente proporcional a la solubilidad en lípidos. (Tomana DE N. J. As- 
BOTT E I. A. Romero, MoLzc. Meb. Topay 2:110, 1996; COPYRIGHT 
1996, CON AUTORIZACIÓN DE ELSEVIER SCIENCE.) 
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orgánicos polares pequeños, que en realidad no penetran. Por 
esta diferencia en la penetrabilidad del agua frente a los solutos, 
se dice que las membranas son semipermeables. El agua se des- 
plaza con facilidad a través de una membrana semipermeable de 
una región con menor concentración de soluto a una de mayor 
concentración de soluto. Este proceso se llama ósmosis y es fácil 
de demostrar si se coloca una célula en una solución que con- 
tenga un soluto no penetrante a una concentración diferente a la 
que existe dentro de la célula. 

Cuando dos compartimientos con distinta concentración de 
soluto se separan por una membrana semipermeable, se dice que 
el compartimiento con la mayor concentración de soluto es hi- 
pertónico (o hiperosmótico) en relación con el compartimiento 
con menor concentración de soluto, el cual se describe como hi- 
potónico (o hipoosmótico). Cuando una célula se coloca en una 
solución hipotónica, la célula gana agua con rapidez por ósmosis 
y se hincha (fig. 4-35a). Por el contrario, una célula situada en 
una solución hipertónica pierde agua rápidamente por ósmosis 
y se encoge (fig. 4-354). Estas simples observaciones muestran 
que el volumen de una célula está controlado por la diferencia 
entre la concentración de soluto dentro de la célula y la del medio 
extracelular. La hinchazón y el encogimiento de las células en 
medios un poco hipotónicos e hipertónicos suelen ser fenóme- 
nos temporales. En unos cuantos minutos, la célula se recupera y 
regresa a su volumen original. En un medio hipotónico, la recu- 
peración ocurre cuando las células pierden iones, lo que reduce 
su presión osmótica interna. En un medio hipertónico, la recupe- 
ración ocurre cuando las células ganan iones del medio. Una vez 
que la concentración interna de soluto (que incluye una elevada 
concentración de proteínas disueltas) iguala a la concentración 
externa de soluto, los fluidos interno y externo son isotónicos 
(o isoosmóticos) y ya no existe desplazamiento de agua hacia 
dentro o fuera de las células (fig. 4-350). 

La ósmosis es un factor importante en una multitud de fun- 
ciones corporales. Por ejemplo, el aparato digestivo secreta varios 
litros de líquido al día, que se reabsorben por ósmosis a través 


(c) Solución isotónica 


, =D — e A 


Ganancia neta de agua 
La célula se hincha 


FIGURA 4-35 Los efectos de las diferencias en la concentración de so- 
lutos en los lados puestos de la membrana plasmática. (a) Una célula 
situada en una solución hipotónica (con menor concentración del so- 
luto que la célula) se hincha por la ganancia neta de agua por ósmosis. 
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(2) Una célula en solución hipertónica se encoge por la pérdida neta 
de agua por ósmosis. (c) Una célula colocada en una solución isotónica 
mantiene un volumen constante porque el flujo entrante de agua es igual 


al de salida. 


146 Capítulo 4 LA ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DE LA MEMBRANA PLASMÁTICA 


de las células que recubren el intestino. Si este líquido no se ab- 
sorbiera, como ocurre en casos de diarrea extrema, el prospecto 
sería la deshidratación rápida. Las plantas utilizan ósmosis de 
distintas formas. A diferencia de las células animales, que casi 
siempre son isotónicas con el medio por el que están bañadas, 
las células vegetales casi siempre son hipertónicas en compara- 
ción con su ambiente líquido. Como resultado, el agua tiende a 
entrar a la célula, lo que hace que desarrolle una presión interna 
(turgencia) que empuja contra la pared circundante (fig. 4-36a). 
La presión por la turgencia brinda soporte a las plantas no leño- 
sas y a las partes no leñosas de los árboles, como las hojas. Si se 
coloca una célula vegetal en un medio hipertónico, su volumen 
se reduce cuando la membrana plasmática se separa de la pared 
celular circundante, un proceso llamado plasmólisis (fig. 4-362). 
La pérdida de agua causada por plasmólisis hace que las plantas 
pierdan su soporte y se marchiten. 

Muchas células son más permeables al agua de lo que puede 
explicarse con la difusión simple a través de la bicapa lipídica. A 
principio del decenio de 1990, Peter Agre et al., en Johns Hopkins 
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FIGURA 4-36 Los efectos de la ósmosis en una célula vegetal. (2) Las 
plantas acuáticas que viven en agua dulce están rodeadas por un am- 
biente hipotónico. Por lo tanto, el agua tiende a fluir al interior de las 
células, lo que crea la presión de turgencia. (4) Si la planta se coloca en 
una solución hipertónica, como el agua marina, la célula pierde agua y la 
membrana plasmática tira de la pared celular. (O En RescHKE.) 


University intentaban aislar y purificar las proteínas de membrana 
representantes del antígeno Rh en la superficie de los eritrocitos. 
Durante esta búsqueda, identificaron una proteína que pensaron 
podría ser el tan buscado conducto (canal) de agua de la membra- 
na eritrocítica. Para probar su hipótesis, diseñaron oocitos de rana 
para incorporar la proteína recién descubierta en su membrana 
plasmática y luego colocar los oocitos en un medio hipotónico. 
Tal como esperaban, los oocitos se hincharon por la entrada de 
agua y al final estallaron. El equipo había descubierto una familia 
de pequeñas proteínas integrales, las acuaporinas, que permiten 
el desplazamiento pasivo del agua de un lado de la membrana 
plasmática al otro. Cada subunidad de acuaporina (en la proteí- 
na de cuatro subunidades) contiene un conducto central que está 
recubierto sobre todo por residuos de aminoácidos hidrófobos y 
es muy específico para moléculas de agua. Pueden pasar alrededor 
de 1000 millones de moléculas de agua, en una sola fila, a través 
de cada conducto cada segundo. Al mismo tiempo, los iones H*, 
que en condiciones normales saltan a lo largo de una cadena de 
moléculas de agua, no son capaces de penetrar estos poros abier- 
tos. El mecanismo aparente por el cual estos conductos pueden 
excluir a los protones se dedujo con una combinación de estu- 
dios por cristalografía con rayos X, que habían revelado la estruc- 
tura de la proteína, y simulaciones por computadora (pág. 59), 
que pusieron esta estructura proteínica en operación. La figura 
4-37a muestra un modelo basado en simulaciones computacio- 
nales. Muy cerca de su punto más estrecho, la pared del conducto 
de acuaporina contiene un par de cargas positivas precisamente 
colocadas (residuos N203 y N68 en la fig. 4-37b) que atraen al 
átomo de oxígeno de cada molécula de agua conforme se acelera 
por el estrechamiento de la proteína. Esta interacción reorienta la 
molécula central de agua en una posición que impide que man- 
tenga los enlaces de hidrógeno que normalmente la unen con las 
moléculas de agua vecinas. Esto elimina el puente que en condi- 
ciones normales permitiría que los protones se muevan de una 
molécula de agua a la siguiente. 

Las acuaporinas son muy prominentes en células como las 
del túbulo renal o las raíces vegetales, mientras que el paso del 
agua tiene una función crucial en las actividades fisiológicas 
del tejido. La hormona vasopresina, que estimula la retención 
de agua en los túbulos colectores de los riñones, actúa median- 
te una de estas proteínas (AQP2). Algunos casos del trastor- 
no hereditario diabetes insípida nefrógena congénita se deben a 
mutaciones en este conducto de acuaporina. Las personas que 
padecen esta enfermedad excretan grandes cantidades de orina 
porque sus riñones no responden a la vasopresina. 


La difusión de ¡ones a través de las membranas La bi- 
capa lipídica que constituye el centro de las membranas biológi- 
cas es muy impermeable a sustancias con carga, incluidos iones 
pequeños como Na*, K*, Ca?* y CI”. No obstante, el movimien- 
to rápido (conductancia) de estos iones a través de la membrana 
tiene una función crucial en muchas actividades celulares, inclui- 
da la formación y propagación de un impulso nervioso, secreción 
de sustancias al espacio extracelular, contracción muscular, regu- 
lación del volumen celular y la abertura de estomas en las hojas 
de las plantas. 

En 1955, Alan Hodgkin y Richard Keynes de Cambridge 
University propusieron que las membranas celulares contie- 
nen conductos iónicos, es decir aberturas en la membrana que 
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FIGURA 4-37 Paso de moléculas de 
agua por un conducto de acuapo- 
rina. (a) Instantánea de una simu- 
lación de la dinámica molecular de 
una corriente de moléculas de agua 
(esferas rojas y blancas) a su paso en 
una sola fila por el conducto en una 
de las subunidades de una molécula 
de acuaporina residente dentro de 
la membrana. (2) Un modelo que 
describe el mecanismo por el cual 
las moléculas de agua pasan por un 
conducto de acuaporina con la ex- 
clusión simultánea de los protones. 
Se muestran nueve moléculas de 
agua alineadas en una sola hilera a 
lo largo de la pared del conducto. 
Cada molécula de agua se represen- 
ta como un átomo circular rojo de 
oxígeno con dos hidrógenos unidos. 
En este modelo, las cuatro molé- 
culas de agua en la parte superior 
y en la inferior del conducto están 
orientadas, como resultado de su (a) 

interacción con los grupos carbonilo (C=0) de la columna proteínica 
(pág. 50), con sus átomos H dirigidos al lado contrario del centro del 
conducto. Tales moléculas de agua pueden formar enlaces de hidrógeno 
(líneas punteadas) con sus vecinas. Por el contrario, la molécula de agua 
sola en el centro del conducto está orientada en una posición que le 
impide formar enlaces de hidrógeno con otras moléculas de agua, lo 
cual tiene el efecto de interrumpir el flujo de protones por el conducto. 
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son permeables a iones específicos. Durante finales de los años 
1960 y 1970, Bertil Hille de la University of Washington, y Clay 
Armstrong de la University of Pennsylvania comenzaron a obte- 
ner evidencia sobre la existencia de tales conductos. La “prueba” 


final surgió del trabajo de Bert Sakmann y Erwin Neher en el 
Max-Planck Institute, en Alemania, a finales del decenio de 1970 


FIGURA 4-38 Medición de la conductancia 
del conducto iónico mediante registro con 
pinza en parche. (a) En esta técnica se coloca 
una micropipeta de vidrio muy pulida contra 
una parte de la superficie externa de una cé- 
lula y se ejerce succión para sellar el borde 
de la pipeta contra la membrana plasmática. 
Como la pipeta está cableada como un elec- 
trodo (un microelectrodo), puede aplicarse un 
voltaje al parche de membrana rodeado por 
la pipeta y puede medirse el flujo de iones a 
través de los conductos de la membrana que 
se obtiene como respuesta. Como se indica 
en la figura, la micropipeta puede rodear un 
parche de membrana que contiene un solo 
conducto iónico, lo cual permite a los investi- 
gadores vigilar la abertura y cierre de un solo (a) 
conducto iónico, así como su conductancia 
con distintos voltajes aplicados. (5) La micrografía muestra registros con 
pinza y parche hechos en una célula fotorreceptora retiniana aislada de 
una salamandra. Una parte de la célula se jala dentro de una micropipeta 
de vidrio por succión, mientras que una segunda micropipeta-electrodo 


y principios del de 1980, quien desarrolló técnicas para vigilar la 
corriente iónica por un solo conducto iónico. Esto se logró con 
microelectrodos en una pipeta muy fina hecha de vidrio pulido 
que se colocó en la superficie celular externa y se selló sobre la 
membrana por succión. El voltaje a través de la membrana pue- 
de mantenerse (pinzarse) en cualquier valor particular, y medirse 


(b) 35 um 


(inferior derecha) se sella contra un pequeño parche de membrana plas- 
mática en otra parte de la célula. (8: TOMADA DE T. D. Lama H. R. 
MarTHEws Y V. Torre, J. PhystoLocY 372:319, 1986. REPRODUCIDA 
CON AUTORIZACIÓN.) 
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la corriente que se origina en el pequeño parche de membrana 
rodeado por la pipeta (fig. 4-38). Estos estudios cruciales marca- 
ron las primeras investigaciones exitosas sobre las actividades de 
moléculas proteínicas individuales. Ahora, los biólogos ya iden- 
tificaron una sorprendente variedad de conductos iónicos, cada 
uno formado por proteínas integrales de membrana que rodean 
un poro acuoso central. Como podría esperarse, las mutaciones 
en los genes que codifican los conductos iónicos pueden generar 
muchas enfermedades graves (cuadro 1 de La perspectiva huma- 
na, pág. 156). 

La mayor parte de los conductos iónicos son muy selectivos 
para permitir que sólo un tipo particular de ion pase por el poro. 
Como ocurre con la difusión pasiva de otros tipos de solutos a 
través de las membranas, la difusión de iones por un conducto 
siempre es a favor de la corriente, o sea de un estado de mayor 
energía a uno de menor energía. Casi todos los conductos ióni- 
cos identificados hasta ahora pueden encontrarse en una con- 
formación abierta o cerrada, se dice que estos conductos tienen 
una compuerta. La abertura o cierre de estas compuertas están 
sujetos a regulación fisiológica compleja y pueden inducirse con 
varios factores, según el conducto particular. Se distinguen tres 
categorías principales de conductos iónicos: 


1. Conductos activados por voltaje, cuyo estado de conforma- 
ción depende de la diferencia en la carga iónica a ambos lados 
de la membrana. 

2. Conductos activados por ligando, cuyo estado de conforma- 
ción depende de la unión de una molécula específica (ligando), 
que casi nunca es el soluto que pasa por el conducto. Algunos 
conductos activados por ligando se abren (o cierran) después 
de la unión de una molécula con la superficie externa del con- 
ducto; otros se abren (o cierran) después de la unión del li- 
gando con la superficie interna del conducto. Por ejemplo, los 
neurotransmisores como la acetilcolina, actúan en la superficie 
externa de ciertos conductos catiónicos, mientras que los nu- 
cleótidos cíclicos, como el AMP cíclico (cAMP), actúan sobre 
la superficie interna de ciertos conductos iónicos para calcio. 

3. Conductos mecanoactivados, cuyo estado de conformación 
depende de fuerzas mecánicas (p. ej., estiramiento) que se 
aplican a la membrana. Por ejemplo, los miembros de una fa- 
milia de conductos catiónicos se abren por el movimiento de 
estereocilios (fig. 9-54) en las células vellosas del oído interno 
como respuesta al sonido o movimientos de la cabeza. 


La explicación siguiente se enfoca en la estructura y función 
de los conductos iónicos para potasio activados por voltaje por- 
que son los que mejor se conocen. 

En 1998, Roderick MacKinnon et al. en Rockefeller Univer- 
sity presentaron la primera imagen de resolución atómica de una 
proteína de conducto iónico, en este caso un conducto iónico 
bacteriano para K* llamado KcsA. La relación entre la estructura 
y la función es evidente en todo el mundo biológico, pero sería 
difícil encontrar un mejor ejemplo que el del conducto iónico 
de K* que se muestra en la figura 4-39. Como se describe un 
poco más adelante, la formación de esta estructura condujo de 
manera directa a la comprensión del mecanismo por el cual estas 
notables máquinas moleculares pueden seleccionar de manera 
sorprendente a los iones K* sobre los de Na”, y al mismo tiempo 
permitir una conductancia muy rápida de los iones K* a través de 
la membrana. También se explica que los mecanismos para la se- 
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FIGURA 4-39 Estructura tridimensional del conducto bacteriano 
KcsA y la selección de iones K*. Este conducto K* consiste en cuatro 
subunidades, dos de las cuales se muestran en la figura. Cada subuni- 
dad está comprendida por hélices M1 y M2 unidas por un segmento P 
(poro) consistente en una hélice corta y una porción no helicoidal que 
recubre el conducto por el que pasan los iones. Una parte de cada seg- 
mento P contiene un pentapéptido conservado (GYGVT) cuyos resi- 
duos recubren el filtro de selectividad que detecta los iones K*. Los áto- 
mos de oxígeno de los grupos carbonilo de estos residuos se proyectan al 
conducto, donde interactúan en forma selectiva con los iones K* (indi- 
cados por las vallas rojas) dentro del filtro. Como se indica en el recuadro 
superior, el filtro de selectividad contiene cuatro anillos de átomos de 
oxígeno carbonilo y un anillo de átomos de oxígeno treonilo; cada uno 
de estos anillos contiene cuatro átomos de oxígeno, uno donado por cada 
subunidad. El diámetro de los anillos es apenas lo bastante grande para 
que ocho átomos de oxígeno puedan coordinar un solo ion K*, sustitu- 
yendo su hidratación normal con agua. Aunque se muestran cuatro sitios 
de unión con K*, sólo dos se ocupan cada vez. (ToMADA DE RODERICK 
MACKINNON, REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE NATURE MED 5:1108 
1999; CoryricHT 1999, MacmILLAN MAGAZINES LIMITED.) 


lectividad y conductancia iónica en este conducto bacteriano son 
idénticos a los que operan en los conductos mucho más grandes 
de los mamíferos. Resulta evidente que los desafíos básicos para 
Operar un conducto iónico se resolvieron en una etapa temprana 
de la evolución, aunque muchos refinamientos aparecieron des- 
pués de 1000 o 2000 millones de años. 

El conducto KcsA consiste en cuatro subunidades, dos de las 
cuales se muestran en la figura 4-39. Se observa que cada subuni- 
dad de esta figura contiene dos hélices que cruzan la membrana 
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(M1 y M2) y una región de poro (P) en el extremo extracelular 
del conducto; P consiste en una hélice poro corta que se extiende 
más o menos un tercio de la anchura del conducto, y un asa no 
helicoidal (coloreada en café claro en la fig. 4-39) que forma el 
recubrimiento de un filtro de selectividad estrecho, llamado así por 
su función para permitir sólo el paso de iones potasio. 

El recubrimiento del filtro de selectividad contiene un pen- 
tapéptido muy conservado: Gly-Tyr-Gly-Val-Thr (o GYGVT en 
la nomenclatura de una sola letra). La estructura obtenida por 
cristalografía con rayos X del conducto KcsA muestra que los 
grupos carbonilo de la columna (C=0) del pentapéptido con- 
servado (véase la estructura de la columna en la pág. 50) crean 
cinco anillos sucesivos de átomos de oxígeno (cuatro anillos for- 
mados por oxígeno de carbonilo de la columna de pentapéptido 
y un anillo que consiste en átomos de oxígeno de la cadena late- 
ral de treonina). Cada anillo contiene cuatro átomos de oxígeno 
(uno de cada subunidad) y tiene un diámetro aproximado de 3 Á, 
un poco mayor que el diámetro de 2.7 Á del ion K* que perdió 
su cubierta normal de hidratación. Por consiguiente, los átomos 
O electronegativos que recubren el filtro de selectividad pue- 
den sustituirse por la capa de moléculas de agua que se desplaza 
cuando cada ion K* entra al poro. En este modelo, el filtro de se- 
lectividad tiene cuatro sitios potenciales de unión con K*. Como 
se indica en el inserto superior de la figura 4-39, un ion K* unido 
en cualquiera de estos cuatro sitios ocuparía el centro de una 
“caja” que tiene cuatro átomos O en un plano por arriba del ion 
y cuatro átomos O en un plano inferior al ion. Como resultado, 
cada ion K* en uno de estos sitios podría coordinarse con ocho 
átomos de O del filtro de selectividad. Aunque el filtro de selec- 
tividad permite un ajuste preciso de un ion K* deshidratado, es 
mucho más grande que el diámetro de un ion Na* deshidratado 
(1.9 Á). Por consiguiente, un ion Na* no puede interactuar de 
manera óptima con los ocho átomos de oxígeno necesarios para 
estabilizarse en el poro. Como resultado, los iones Na* más pe- 
queños no pueden salvar la barrera de energía más alta necesaria 
para penetrar el poro. 

Aunque hay cuatro sitios potenciales para la unión de K*, 
sólo se ocupan dos en cada momento determinado. Se cree que 
los iones potasio se mueven, dos por vez, de los sitios 1 y 3 a los 
sitios 2 y 4, como se indica en el inserto superior de la figura 
4-39. La entrada de un tercer ion K* al filtro de selectividad crea 
una repulsión electrostática que expulsa al ion unido en el extre- 
mo opuesto de la línea. Los estudios indican que no existe una 
barrera energética para que un ion se mueva de un sitio de unión 
al siguiente, lo que explica el flujo tan rápido de iones a través 
de la membrana. Consideradas en conjunto, estas conclusiones 
sobre la selectividad y la conductancia del ion K* brindan un 
ejemplo admirable de cuánto puede aprenderse sobre la función 
biológica mediante la comprensión de la estructura molecular. 

El conducto KcsA mostrado en la figura 4-39 tiene una 
compuerta, tal como los conductos eucariotas. La abertura de 
la compuerta del conducto KcsA como respuesta a un pH muy 
bajo se ilustró en la figura 4-22. La estructura de KcsA ilustrada 
en la figura 4-39 en realidad es la conformación cerrada de la 
proteína (a pesar del hecho de que contiene iones en su con- 
ducto). No ha sido posible cristalizar el conducto KcsA en su 
conformación abierta, pero se cristalizó el conducto procariota 
homólogo para K* (llamado MthK) en la conformación abierta 
y se determinó su estructura. La comparación de la conforma- 
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FIGURA 4-40 Ilustración esquemática del modelo de flexión en bisa- 
gra para la abertura del conducto bacteriano KcsA. Las hélices M2 de 
cada subunidad se doblan hacia fuera en un residuo específico de glicina, 
que abre el extremo intracelular del conducto a los iones K+. (Tomana 
DE B. L. KELLY Y A. GROSS, REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE NATURE 


Srrucr. BroL. 10:280, 2003; coryriGHT 2003, MacmILLAN MAGAzI- 
NES LIMITED.) 


ción abierta de MthK y la estructura cerrada de la proteína ho- 
móloga KcsA sugirió que la activación de la compuerta de estas 
moléculas se logra mediante cambios en la conformación de los 
extremos citoplásmicos de las hélices internas (M2). Como se 
observa en las figuras 4-39 y 4-40 (dibujo izquierdo), en la con- 
formación cerrada las hélices M2 son rectas y cruzan una sobre la 
otra para formar un “haz helicoidal” que sella la cara citoplásmica 
del poro. En el modelo mostrado en la figura 4-40, el conducto 
se abre cuando las hélices M2 se doblan en un punto bisagra 
específico en el que se localiza un residuo de glicina. 

Ahora que se explicó cómo operan los conductos procario- 
tas para K*, es posible comprender la estructura y función de las 
versiones eucariotas más complejas, aunque se cree que funcio- 
nan en forma similar. Ya se aislaron los genes que codifican varios 
conductos para K* activados por voltaje (o Kv) y se exploró la 
anatomía molecular de sus proteínas. Los conductos Kv de las 
plantas tienen una participación importante en el equilibrio de 
sal y agua, así como en la regulación del volumen celular. Los 
conductos Kv de los animales se conocen mejor por su papel en 
la función muscular y nerviosa, que se explora al final de este ca- 
pítulo. Las subunidades del conducto Kv eucariota contienen seis 
hélices relacionadas con la membrana llamadas S1-S6, cuya re- 
presentación bidimensional está en la figura 4-41. Estas seis héli- 
ces pueden agruparse en dos dominios con funciones diferentes: 


1. Un dominio poro, que tiene la misma estructura básica que 
el conducto bacteriano completo ilustrado en la figura 4-39 
y que contiene el filtro de selectividad que permite el paso 
exclusivo de iones K*. Las hélices M1 y M2, así como el seg- 
mento P del conducto KcsA de la figura 4-39 son homólogos 
a las hélices S5 y S6 y al segmento P del conducto eucariota 
activado por voltaje ilustrado en la figura 4-41. Como las cua- 
tro hélices M2 de KcsA, las cuatro hélices S6 recubren gran 
parte del poro y su configuración determina si la compuerta 
al conducto está abierta o cerrada. 

2. Un dominio sensor de voltaje consistente en las hélices S1- 
S4 que percibe el voltaje a través de la membrana plasmática 
(como se explica más adelante). 


La figura 4-42 presenta la estructura cristalina tridimen- 
sional de un conducto Kv eucariota completo purificado del ce- 
rebro de la rata. La determinación de esta estructura fue posible 
mediante el uso de detergente y lípidos durante todo el proceso 
de purificación y cristalización. Se considera que la presencia de 
fosfolípidos con carga negativa es importante para mantener la 
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FIGURA 4-41 La estructura de una subuni- 
dad de un conducto de K* activado por vol- 
taje. Una imagen bidimensional de la sub- 
unidad de un conducto de K* que muestra 
sus seis hélices transmembrana y una parte 
del polipéptido (llamado hélice del poro o 
P) que se sumerge en la proteína para formar 
parte de la pared del conducto. El recuadro 
muestra la secuencia de aminoácidos de la hé- 
lice S4 con carga positiva del conducto iónico 
Drosophila K* Shaker, que sirve como sensor Q DK 
de voltaje. Las cadenas laterales con carga Interior de 
positiva se sitúan en cada tercer residuo a lo la célula 
largo de la hélice, por demás hidrófoba. Este 

miembro de la familia Kv se llama conduc- 

to Shaker (agitador) porque las moscas con 

ciertas mutaciones en la proteína se agitan 
vigorosamente cuando se anestesian con éter. 

El conducto Shaker fue el primer conducto de 

K* en identificarse y clonarse en 1987. 


estructura nativa de la proteína de membrana y promover su 
función como conducto activado por voltaje. Como el conducto 
KcsA, un conducto Kv eucariota individual consiste en cuatro 
subunidades homólogas dispuestas en forma simétrica alrededor 
del poro central conductor de iones. El filtro de selectividad y 


(a) 


FIGURA 4-42 Estructura tridimensional de un conducto de K* de 
mamíferos activado por voltaje. (a) Estructura cristalizada de todo el 
conducto tetramérico Kv1.2, miembro de la familia Shaker de los con- 
ductos iónicos para K* encontrado en las células nerviosas del cerebro. 
La porción transmembrana se muestra en rojo, la porción citoplásmica 
en azul. Los sitios para unión con el ion potasio se indican en verde. (4) 
Modelo de listón del mismo conducto mostrado en a, con las cuatro 
subunidades que conforman el conducto mostradas en distintos colores. 
Si se enfoca la atención en la subunidad roja, puede verse (1) la separa- 
ción espacial entre los dominios sensor de voltaje y poro de la subunidad, 
y (2) la manera en que el dominio sensor de voltaje de cada subuni- 
dad se encuentra en el margen externo del dominio poro de una sub- 
unidad vecina. La porción citoplásmica de este conducto particular 
consiste en un dominio T1, que es parte del polipéptido mismo, y un po- 
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por tanto, el presunto mecanismo para selección de iones K*, 
es idéntico en las proteínas procariota KcsA y eucariota Kv. La 
compuerta que conduce a un conducto Kv se forma con los ex- 
tremos internos de las hélices S6 y se cree que se abre y cierra 
de manera similar a la de las hélices M2 del conducto bacteria- 


lipéptido B separado. (c) Modelo tipo listón de una sola subunidad que 
muestra la orientación espacial de las seis hélices que cruzan la membra- 
na (S1 a S6) y también la presencia de la hélice S4 a S5 vinculadora, que 
conecta los dominios sensor de voltaje y poro. El vinculador transmite la 
señal del sensor de voltaje S4 que abre el conducto. La superficie interna 
del conducto debajo del dominio poro está recubierta por la hélice S6 
(más o menos similar a la hélice M2 del conducto bacteriano mostrado 
en la fig. 4-39). El conducto mostrado aquí se encuentra en su configu- 
ración abierta, con las hélices S6 curveadas hacia fuera (compárese con 
la fig. 4-40) en el sitio marcado PVP (que significa Pro-Val-Pro, la se- 
cuencia probable de aminoácidos de la “bisagra”). (REIMPRESA CON AU- 
TORIZACIÓN A PARTIR DE STEPHEN B,. LONG ET AL., SCIENCE 309:867, 
899, 2005, POR CORTESÍA DE RopERICk MAcKINNON; COPYRIGHT 2005, 
AMERICAN ASSOCIATION FOR THE ÁDVANCEMENT OF SCIENCE.) 
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no (mostrado en la fig. 4-40). La proteína mostrada en la figura 
4-42 representa el estado abierto del conducto. 

La hélice S4, que contiene varios residuos de aminoácidos 
con carga positiva (inserto de la fig. 4-41), actúa como elemento 
clave del sensor de voltaje. Se observa que el dominio sensor de 
voltaje está conectado con el dominio poro mediante una hélice 
vinculadora corta indicada como 84-55 en el modelo de la figura 
4-42. En condiciones de reposo, el potencial negativo a través 
de la membrana (pág. 160) mantiene la compuerta cerrada. Un 
cambio en el potencial hacia un valor más positivo (una despola- 
rización, pág. 161) ejerce una fuerza eléctrica sobre la hélice S4. 
Se cree que esta fuerza hace que la hélice S4 transmembrana se 
mueva de tal forma que sus residuos con carga positiva cambian 
de una posición en la que están expuestos al citoplasma hacia una 
nueva posición en la que están expuestos al exterior de la célula. 
La percepción de voltaje es un proceso dinámico cuyo mecanis- 
mo no puede resolverse con una sola vista estática de la proteína, 
como la que se muestra en la figura 4-42. En realidad, hoy en día 
se debate sobre varios modelos que compiten para describir el 
mecanismo de acción del sensor de voltaje. Sin embargo, ocurre, 
el movimiento de la hélice S4 como respuesta a la despolari- 
zación de la membrana que inicia una serie de cambios en la 
conformación dentro de la proteína que abre la compuerta en 
el extremo citoplásmico del conducto. 

Una vez abierto, más de 10 millones de iones potasio pue- 
den pasar por el conducto cada segundo, que es casi la velocidad 
que se alcanzaría por difusión libre en solución. A causa del flu- 
jo intenso de iones, la abertura de una cantidad relativamente 
pequeña de conductos K* tiene un impacto significativo en las 
propiedades eléctricas de la membrana. Después de la abertura 
del conducto por unos cuantos milisegundos, el movimiento de 
los iones K* se detiene en forma “automática” por un proceso lla- 
mado desactivación. Para comprender la desactivación del con- 
ducto, es preciso considerar una parte adicional de un conducto 
Kv, aparte de los dos dominios transmembrana explicados antes. 

Los conductos Kv eucariotas casi siempre contienen una 
estructura citoplásmica grande cuya composición varía entre 
distintos conductos. Como se indica en la figura 4-43a, la des- 
activación del conducto se realiza mediante el movimiento de 
un pequeño péptido de desactivación de la porción citoplásmica 
de la proteína. Se cree que el péptido de desactivación llega a la 
boca citoplásmica del poro mediante movimientos serpenteantes 
por una de las cuatro “ventanas laterales” indicadas en la figura. 
Cuando uno de estos péptidos colgantes asciende por la boca 
del poro (fig. 4-43a), se bloquea el paso de iones y el conducto 
se desactiva. En una etapa ulterior del ciclo se libera el péptido 
de desactivación y la compuerta del conducto se cierra. Con base 
en esta explicación puede indicarse que el conducto para potasio 
existe en tres estados diferentes, abierto, desactivado y cerrado, 
que se ilustran en el esquema de la figura 4-434. 

Existen muchas variedades distintas de conductos de po- 
tasio. Resulta notable que C. elegans, un nematodo cuyo cuerpo 
consiste de sólo 1000 células, contenga más de 90 genes dis- 
tintos que codifican conductos de potasio. Es evidente que una 
sola célula, ya sea de un nematodo, ser humano o planta, proba- 
blemente tenga diversos conductos de K* que se abren y cierran 
como respuesta a distintos voltajes. Además, el voltaje necesario 
para abrir o cerrar un conducto de K* particular varía depen- 
diendo si el conducto de la proteína está o no fosforilado, lo que 
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FIGURA 4-43 Estados de conformación del conducto iónico K* acti- 
vado por voltaje. (a) Modelo tridimensional de un conducto iónico K* 
eucariota. La desactivación del conducto ocurre cuando uno de los pépti- 
dos de desactivación, que cuelga de la porción citoplásmica del complejo, 
se adapta en la abertura citoplásmica del conducto. (4) Representación 
esquemática de una vista en un conducto iónico para K*, perpendicular 
a la membrana desde el lado citoplásmico, muestra el conducto en esta- 
do cerrado (reposo), abierto y desactivado. (B: REIMPRESA A PARTIR DE 
NeuroN, voL. 20, C. M. ArmsTRONG Y B. HILLE, VOLTAGE-GATED ION 
CHANNELS AND ELECTRICAL EXCITABILITY, P. 377; COPYRIGHT 1988, 
CON AUTORIZACIÓN DE ELSEVIER SCIENCE.) 


a su vez está regulado por hormonas y otros factores. Parece que 
la función del conducto iónico está bajo el control de un con- 
junto diverso y complejo de agentes reguladores. La estructura y 
función de un tipo muy distinto de conducto iónico, el receptor 
nicotínico para acetilcolina activado por ligando, es el tema de la 
sección Vías experimentales al final de este capítulo. 


Difusión facilitada 


Las sustancias siempre se difunden a través de una membrana 
de una región de mayor concentración de un lado a otra con 
menor concentración al otro lado, pero no siempre se difunden a 
través de la bicapa lipídica o por un conducto. En muchos casos, 
la sustancia se une primero en forma selectiva con una proteí- 
na que abarca toda la membrana llamada transportador activo, 
que facilita el proceso de difusión. Se cree que la unión del so- 
luto con el transportador facilitador en un lado de la membrana 
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desencadena un cambio en la conformación de la proteína, lo 
que expone al soluto a la otra superficie de la membrana, desde 
donde puede difundir en favor del gradiente de concentración. 
Este mecanismo se ilustra en la figura 4-44. Como operan en 
forma pasiva, o sea sin acoplarse con un sistema liberador de 
energía, los transportadores facilitados pueden mediar el despla- 
zamiento de solutos por igual en ambas direcciones. La dirección 
del flujo neto depende de la concentración relativa de la sustan- 
cia a ambos lados de la membrana. 

La difusión facilitada, como se llama este proceso, tiene 
muchas similitudes con una reacción catalizada por una enzima. 
Como las enzimas, los transportadores facilitadores son específi- 
cos para las moléculas que transportan y discriminan, por ejemplo 
entre los estereoisómeros D y L (pág. 43). Además, tanto enzimas 
como transportadores tienen cinética con saturación (fig. 4-45). 
A diferencia de los conductos iónicos que pueden conducir mi- 
llones de iones por segundo, la mayor parte de los transportadores 
facilitadores sólo pueden mover cientos a miles de moléculas de 
soluto a través de la membrana. Otra característica importante de 
estos transportadores es que su actividad puede regularse como 
en las enzimas y los conductos iónicos. La difusión facilitada es 
muy importante para mediar la entrada y salida de los solutos 
polares, como azúcares y aminoácidos, que no penetran la bicapa 
lipídica. Esto se ilustra en la sección siguiente. 


El transportador de glucosa: un ejemplo de difusión fa- 
cilitada La glucosa es la principal fuente corporal de energía 
directa y la mayor parte de los mamíferos contiene una proteína 
de membrana que facilita la difusión de la glucosa de la corriente 
sanguínea a la célula (como se muestra en las figs. 4-44 y 4-49). 
Se mantiene un gradiente en favor de la difusión continua de la 
glucosa a la célula mediante la fosforilación del azúcar después 
que ingresa al citoplasma, lo que reduce la concentración intra- 
celular de glucosa. Los seres humanos tienen al menos cinco pro- 
teínas relacionadas (isoformas) que actúan como transportadores 
facilitadores de glucosa. Estas isoformas, llamadas GLUT1 a 
GLUTS5, se distinguen por los tejidos en los que se localizan, así 
como por su cinética y características regulatorias. 

La insulina es una hormona producida por células endocrinas 
del páncreas y tiene una participación clave en el mantenimien- 
to de las concentraciones apropiadas de azúcar en la sangre. Un 
aumento de la glucosa sanguínea induce la secreción de insulina, 
la cual estimula la captación de glucosa en varias células blanco, 
en particular el músculo esquelético y las células adiposas (adi- 
pocitos). Las células que responden a la insulina comparten una 
isoforma de transportador facilitador de glucosa, GLUT4. Cuan- 
do las concentraciones de insulina son bajas, estas células tienen 
relativamente pocos transportadores de glucosa en su membrana 
plasmática. En caso contrario, los transportadores se encuentran 
dentro de las membranas de vesículas citoplásmicas. El aumento 
en la concentración de insulina actúa sobre las células blanco y 
estimula la fusión de las vesículas citoplásmicas con la membrana 
plasmática, lo que desplaza a los transportadores a la superficie 
celular, donde pueden introducir la glucosa a la célula (fig. 15-24). 


Transporte activo 


La vida no puede existir en condiciones de equilibrio (pág. 91). 
En ninguna parte resulta más evidente que en el desequilibrio 
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FIGURA 4-44 Difusión facilitada. Modelo esquemático de la difusión 

facilitada de la glucosa que muestra la conformación alternada de un 

portador que expresa el sitio para unión de glucosa en el lado interno 


o externo de la membrana. (Tomana DE S. A. BALDWIN Y G. E. Lien- 
HARD, TreNDS BrochEm. Sci. 6:210, 1981.) 


iónico a través de la membrana plasmática. Las diferencias en la 
concentración de los principales iones entre el exterior y el inte- 
rior de una célula típica de mamífero se muestran en el cuadro 
4-3. La capacidad de una célula para generar estos gradientes de 
concentración tan elevados a través de su membrana plasmática 
no puede explicarse con la difusión simple o la facilitada; estos 
gradientes deben generarse por transporte activo. 

Como la difusión facilitada, el transporte activo depende de 
proteínas integrales de la membrana que se unen en forma selec- 
tiva con un soluto particular y lo desplazan a través de la mem- 
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FIGURA 4-45 La cinética de la difusión facilitada comparada con la de 


difusión física simple. 
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CUADRO 4-3 Concentraciones iónicas dentro y fuera 
de una célula típica de mamífero 


Concentración Concentración Gradiente 
extracelular intracelular iónico 
Nat 150 mM 10 mM 15X 
K+ 5 mM 140 mM 28X 
Ci- 120 mM 10 mM 12x 
Ca?+ 10M 107 M 10000X 
H* 1074 M 1072 M Casi 2X 
(pH de 7.4) (pH de 7.2) 


Las concentraciones iónicas para el axón de calamar se encuentran en la pág. 172. 


brana en un proceso impulsado por cambios en la conformación 
de la proteína. Sin embargo, a diferencia de la difusión facilitada, 
el desplazamiento de un soluto en contra de un gradiente de 
concentración requiere el aporte acoplado de energía. Por consi- 
guiente, el desplazamiento endergónico de iones u otros solutos 
a través de la membrana contra un gradiente de concentración 
está acoplado con un proceso exergónico, como la hidrólisis de 
ATP, la absorbancia de luz, el transporte de electrones o el flujo 
de otras sustancias en favor de su gradiente. Las proteínas que 
realizan el transporte activo a menudo se denominan “bombas”. 


Acoplamiento de transporte activo e hidrólisis del ATP 
En 1957, Jens Skou, un fisiólogo danés, descubrió una enzima 


FIGURA 4-46 La Na*/K*-ATP-asa. (a) Modelo esquemático simpli- 
ficado del ciclo de transporte. Los iones sodio (1) se unen con la pro- 
teína en el interior de la membrana. El ATP se hidroliza y el fosfato se 
transfiere a la proteína (2), que cambia su conformación (3) y permite 
que los iones sodio se expulsen al espacio externo. Luego los iones po- 
tasio se unen con la proteína (4) y el grupo fosfato se pierde (5), lo que 
hace que la proteína regrese de inmediato a su conformación original, 
y esto permite que los iones potasio se difundan al interior de la célula 
(6). Los sitios de unión para cationes se localizan en la profundidad 
del dominio transmembrana, que consiste en 10 hélices que cruzan la 
membrana. Nótese que la Na*/K*-ATP-asa real se compone de al me- 


hidrolítica del ATP en las células nerviosas del cangrejo que sólo 
se activaba en presencia de Na* y K*. Skou propuso, y estaba en 
lo correcto, que esta enzima, encargada de la hidrólisis del ATP, 
era la misma proteína que se activaba para transportar los dos 
iones; la enzima se llamó Na*/K*-ATP-asa, o la bomba de sodio 
y potasio. 

A diferencia del desplazamiento mediado por un sistema 
de difusión facilitada que transporta la sustancia por igual en 
cualquier sentido, el transporte activo produce movimiento de 
iones sólo en un sentido. La Na*/K*-ATP-asa es la encargada 
del gran exceso de iones Na” fuera de la célula y el gran exceso 
de iones K* en el interior. Las cargas positivas de estos dos catio- 
nes se equilibran con las cargas negativas de diversos aniones, de 
manera que en general, los compartimientos extracelular e intra- 
celular son eléctricamente neutros. Los iones Cl” se encuentran 
en mayor concentración fuera de las células, donde equilibran los 
iones Na* extracelulares. La abundancia de iones K* intracelu- 
lares se balancea sobre todo por el exceso de cargas negativas que 
tienen las proteínas y los ácidos nucleicos. 

Muchos estudios indicaron que la proporción de Na*:K* 
bombeados por la Na*/K*-ATP-asa no es 1:1, sino 3:2 (fig. 
4-46). En otras palabras, por cada ATP que se hidroliza, se 
bombean tres iones sodio fuera y se bombean dos iones potasio 
hacia el interior. Debido a esta proporción de bombeo, la Na*/ 
K*-ATP-asa es electrogénica, lo que significa que contribuye en 
forma directa a la separación de cargas a través de la membrana. 
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(2) 

nos dos subunidades distintas que cruzan la membrana: una subunidad 
a más grande que realiza la actividad de transporte, y una subuni- 
dad B más pequeña que funciona sobre todo en la maduración y en- 
samble de la bomba dentro de la membrana. Es probable que haya una 
tercera subunidad (y). (No se incluyen los pasos en los que el ATP se 
une con la proteína antes de la hidrólisis.) (9) Modelo de la conforma- 
ción E, de la proteína basada en un estudio cristalográfico de rayos X. 
Los dos iones de rubidio se localizan donde se unirían normalmente los 
iones potasio. (B: TOMADA DE AYAKO TAKEUCHI, CORTESÍA DE DAvID 
C. GapsBY, NATURE 450:958, 2007; corYrIGHT 2007, MACMILLAN 
MAGAZINES LIMITED.) 
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La Na*/K*-ATP-asa es un ejemplo de bomba iónica tipo P. La 
“P” significa fosforilación, lo que indica que durante el ciclo de 
bombeo, la hidrólisis de ATP conduce a la transferencia del gru- 
po fosfato liberado a un residuo de ácido aspártico de la proteína 
transportadora, lo que a su vez produce un cambio esencial en la 
conformación de la proteína. Los cambios en la conformación 
son necesarios para cambiar la afinidad de la proteína por los 
dos cationes que transporta. Considérese la actividad de la pro- 
teína. Debe captar iones sodio o potasio de una región de baja 
concentración, lo que significa que la proteína debe tener una 
afinidad relativamente alta por los iones. Luego, las proteínas 
deben liberar los iones del otro lado de la membrana que tiene 
una concentración mucho mayor de cada ion. Para hacerlo, debe 
disminuir la afinidad de la proteína por ese ion. Por tanto, la 
afinidad por cada ion a ambos lados de la membrana debe ser 
diferente. Esto se logra mediante la fosforilación, que cambia 
la forma de la molécula proteínica. El cambio en la forma de la 
proteína también sirve para exponer los sitios de unión del ion a 
los distintos lados de la membrana, como se explica en el párrafo 
siguiente. 

La figura 4-464 muestra un esquema general del ciclo de 
bombeo de la Na*/K*-ATP-asa. Cuando la proteína se une con 
tres iones Na* en el exterior de la célula (paso 1) y se fosforila 
(paso 2), cambia de la conformación E, a la E, (paso 3). Al ha- 
cerlo, el sitio de unión se expone al compartimiento extracelular 
y la proteína pierde su afinidad por los iones Na”, que luego se 
liberan al exterior de la célula. Una vez que se liberan los tres 
iones sodio, la proteína capta dos iones potasio (paso 4), se des- 
fosforila (paso 5) y regresa a su conformación E, original (paso 
6). En este estado, el sitio de unión se abre a la superficie interna 
de la membrana y pierde su afinidad por los iones K*, lo que 
conduce a la liberación de estos iones en el interior de la célula. 
Después se repite el ciclo. La figura 4-46% presenta un modelo 
de la estructura de la Na*/K*-ATP-asa basado en un estudio 
cristalográfico reciente. 

La importancia de la bomba de sodio y potasio se vuelve 
evidente cuando se considera que consume alrededor de un ter- 
cio de la energía producida por la mayoría de las células animales 
y dos tercios de la energía producida por las células nerviosas. 
Digital, un esteroide obtenido de la planta dedalera que se ha 
usado durante 200 años para el tratamiento de la insuficiencia 
cardiaca congestiva, se une con la Na*/K*-ATP-asa. Digital for- 
talece la contracción cardiaca mediante la inhibición de la bomba 
Na*/K*, lo que genera una cadena de fenómenos que aumenta la 
disponibilidad de Ca?* dentro de las células miocárdicas. 


Otros sistemas de transporte de iones La bomba tipo 
P mejor estudiada es la Ca?*-AT'P-asa, cuya estructura tridi- 
mensional se determinó en varias etapas del ciclo de bombeo. 
La bomba de calcio se encuentra en las membranas del retículo 
endoplásmico, donde transporta en forma activa iones de calcio 
fuera del citosol hacia la luz de este organelo. El transporte de 
iones calcio por la Ca?*-AT'P-asa se realiza mediante grandes 
cambios en la conformación, que acoplan la hidrólisis de ATP 
con los cambios en el acceso y la afinidad de los sitios de unión 
iónica. 

La bomba de sodio-potasio sólo se encuentra en células 
animales. Se cree que esta proteína evolucionó en los animales 
primitivos como el principal medio para mantener el volumen 


celular y como mecanismo para generar los marcados gradientes 
de Na* y K* que tienen una función clave en la formación de 
impulsos en las células nerviosas y musculares. Las células vege- 
tales tienen una bomba tipo P en la membrana plasmática que 
transporta H”. En las plantas, esta bomba de protones tiene una 
participación central en el transporte secundario de solutos (se 
explica más adelante), en el control del pH citosólico y tal vez en 
el control del crecimiento celular mediante la acidificación de la 
pared celular de la planta. 

El recubrimiento epitelial del estómago también contiene 
una bomba tipo P, la H*/K*-ATP-asa, que secreta una solu- 
ción de ácido concentrado (HCl hasta 0.16N) hacia la cámara 
gástrica. En estado de reposo, estas moléculas bomba se sitúan 
en las membranas citoplásmicas de las células parietales del re- 
cubrimiento gástrico y no son funcionales (fig. 4-47). Cuando el 
alimento entra al estómago, se transmite un mensaje hormonal a 
las células parietales que hace que las membranas que contienen 
la bomba se desplacen a la superficie apical de la célula, donde 
se fusionan con la membrana plasmática y empiezan a secretar 
ácido (fig. 4-47). Además de participar en la digestión, el ácido 
gástrico también puede causar pirosis. El omeprazol es un fár- 
maco de uso difundido que previene la pirosis porque inhibe la 
H*/K*-ATP-asa gástrica. Otros medicamentos antiácidos para 
la pirosis (p. ej., ranitidina, famotidina y cimetidina) no inhiben 
en forma directa la H*/K*-ATP-asa, sino que bloquean un re- 
ceptor en la superficie de las células parietales, lo que impide que 
las células se activen con la hormona. 

A diferencia de las bombas tipo P, las bombas tipo V uti- 
lizan la energía del AT'P sin formar una proteína fosforilada 
intermediaria. Las bombas tipo V transportan en forma activa 
iones de hidrógeno a través de las paredes de los organelos cito- 
plásmicos y vacuolas (de ahí su designación tipo V). Se encuen- 
tran en las membranas que recubren los lisosomas, gránulos 
secretorios y vacuolas de células vegetales, donde mantienen 
el pH bajo del contenido. Las bombas tipo V también se en- 
cuentran en las membranas plasmáticas de diversas células. Por 
ejemplo, una bomba tipo V en las membranas plasmáticas de 
los túbulos renales ayuda a mantener el equilibrio acidobásico 
mediante la secreción de protones hacia la orina en formación. 
Las bombas tipo V son grandes complejos de múltiples sub- 
unidades, similares a las de la ATP sintasa que se muestran en 
la figura 5-23. 

Otro grupo diverso de proteínas que transportan iones 
en forma activa son los transportadores casete de unión con ATP 
(ABC), llamados así porque todos los miembros de esta super- 
familia comparten un dominio homólogo para unión con ATP. 
El transportador ABC mejor estudiado se describe en la sección 
Perspectiva humana. 


Uso de energía lumínica para transportar iones en forma 
activa Halobacterium salinarium (H. halobium) es una arqueo- 
bacteria que vive en ambientes extremadamente salados, como el 
del Gran Lago Salado. Cuando crecen en condiciones anaeróbi- 
cas, las membranas plasmáticas de estos procariotas adquieren un 
color púrpura por la presencia de una proteína particular, la bac- 
teriorrodopsina. Como se muestra en la figura 4-48, la bacterio- 
rrodopsina contiene retinal, el mismo grupo prostético presente 
en la rodopsina, la proteína absorbente de luz en los bastones 
de la retina de los vertebrados. La absorción de energía lumí- 
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H*/ K*-ATP-asa inactiva 
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Histamina 


FIGURA 4-47 Control de la secreción gástrica. En estado de reposo, las 
moléculas de H*/K*-AT'P-asa se encuentran en las paredes de las ve- 
sículas citoplásmicas. El alimento que entra al estómago desencadena una 
cascada de reacciones estimuladas por hormonas en la pared gástrica que 
conducen a la liberación de histamina, que se une con un receptor en 
la superficie de las células parietales secretoras de ácido. La unión de la 
histamina con su receptor estimula una respuesta en la cual las vesículas 
que contienen H*/K*-ATP-asa se fusionen con la membrana plasmática 


nica mediante el grupo retinal induce una serie de cambios en 
la conformación de la proteína que produce el movimiento del 
grupo retinal al exterior de la célula a través de un conducto en la 
proteína (fig. 4-48). El protón donado por el retinal excitado por 
la luz se sustituye por otro protón transferido a la proteína desde 
el citoplasma. En efecto, este proceso produce la translocación 
de protones del citoplasma al ambiente externo, lo que genera 


FIGURA 4-48 Bacteriorrodopsina: una bomba de protones impulsada 
por la luz. La proteína tiene siete hélices que cruzan la membrana y un 
grupo retinal central (mostrado en color púrpura), que sirve como ele- 
mento absorbente de luz (cromóforo). La absorción de un fotón de luz 
produce un cambio en la estructura electrónica del retinal, lo que induce 
la transferencia de un protón del grupo —NH* a un residuo de ácidos 
aspárticos con carga negativa estrechamente vinculado (#85) (paso 1). 
Luego, el protón se libera al lado extracelular de la membrana (paso 
2) mediante un sistema de relevo consistente en varios residuos de ami- 
noácidos (Asp82, Glu204 y Glu194). Los espacios entre estos residuos 
se llenan con moléculas de agua unidas con hidrógeno que ayudan a im- 
pulsar a los protones por el trayecto. El retinal sin esos protones regresa 
a su estado original (paso 3), y acepta un protón de un residuo de ácido 
aspártico no disociado (Asp96) situado cerca del lado citoplásmico de 
la membrana. Luego, Asp96 gana un protón por un H* del citoplasma 
(paso 4). Asp85 pierde un protón (paso 5) antes de recibir un protón del 
retinal en el siguiente ciclo de bombeo. Como resultado de estos fenó- 
menos, los protones se mueven del citoplasma al exterior de la célula a 
través de un conducto central en la proteína. (TlomAaDA DE HARTMUT 
LUECKE ET AL., POR CORTESÍA DE Janos K. Lanrr, Science, 286:255, 
1999; COPYRIGHT 1999, AMERICAN ASSOCIATION FOR THE ÁDVANCE- 
MENT OF SCIENCE.) 
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Histamina 


Fármaco antagonista del ácido 


y formen pliegues profundos, o canalículos. Una vez en la superficie, la 
proteína de transporte se activa y bombea protones a la cavidad gástrica 
en contra del gradiente de concentración (indicado por el tamaño de las 
letras). El omeprazol, fármaco para la pirosis, bloquea la secreción de áci- 
do mediante la inhibición directa de la H*/K*-ATP-asa, mientras que 
varios otros medicamentos bloqueadores del ácido interfieren con la ac- 
tivación de las células parietales. Los fármacos neutralizadores del ácido 
aportan aniones alcalinos que se combinan con los protones secretados. 


un gradiente grande de H* a través de la membrana plasmática. 
Más tarde, una enzima formadora de ATP utiliza este gradiente 
para fosforilar al ADP, como se describe en el capítulo siguiente. 
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PERSPECTIVA HUMANA 


Defectos en los conductos iónicos y transportadores 


como causa de enfermedad hereditaria 


Varios trastornos hereditarios graves se han rastreado hasta mutaciones 
en los genes que codifican proteínas de conducto (cuadro 1). La mayoría 
de las enfermedades listadas en el cuadro 1 afectan el desplazamiento 
de ¡ones a través de la membrana plasmática de células excitables (p. ej., 
células musculares, nerviosas y sensitivas), lo que reduce la capacidad 
de estas células para desarrollar o transmitir impulsos (pág. 162). En 
cambio, la fibrosis quística, el trastorno de conductos iónicos hereditario 
más estudiado y más frecuente, se debe a un defecto en los conductos 
iónicos de las células epiteliales. 

En promedio una de cada 25 personas con orígenes en el norte de 
Europa porta una copia del gen mutante que causa la fibrosis quística. 
Como no tienen síntomas del gen mutante, la mayoría de los heteroci- 
gotos no sabe que porta el gen. Por consiguiente, casi uno de cada 2500 
lactantes de esta población caucásica (1/25 X 1/25 X 1/4) es homocigó- 
tico recesivo en ese locus y nace con fibrosis quística (CF, cystic fibrosis). 
Aunque esta enfermedad afecta a varios órganos, incluidos el intestino, 
páncreas, glándulas sudoríparas y aparato reproductivo, el aparato respi- 
ratorio casi siempre presenta los efectos más graves. Los enfermos con 
CF producen moco espeso y pegajoso que es muy difícil de expulsar 
de las vías respiratorias. Las personas afectadas casi siempre sufren in- 
fecciones pulmonares crónicas e inflamación que destruyen en forma 
progresiva la función pulmonar. 

El gen causante de la fibrosis quística se aisló en 1989. Una vez 
que se estableció la secuencia del gen CF y se dedujo la secuencia de 
aminoácidos del polipéptido correspondiente, resultó aparente que el 
polipéptido era integrante de un miembro de la superfamilia de trans- 
portadores ABC. La proteína se nombró regulador de conductancia trans- 
membrana de la fibrosis quística (CFTR, cystic fibrosis transmembrane con- 
ductance regulator), un término ambiguo que reflejaba el hecho de que 
los investigadores no estaban seguros de su función exacta. La interro- 


gante se consideró resuelta cuando se purificó la proteína, se incorporó a 
bicapas lipídicas artificiales y se demostró que actúa como un conducto 
de cloro regulado por AMP cíclico, no un transportador. No obstante, 
estudios ulteriores agregaron muchas complicaciones a la historia, ya 
que se demostró que además de funcionar como conducto de cloro, el 
CFTR también 1) conduce iones bicarbonato (HCO); ), 2) suprime la 
actividad del conducto epitelial para Na* (ENaC) y 3) estimula la acti- 
vidad de una familia de intercambiadores epiteliales de cloro/bicarbo- 
nato. Como la función de CFTR se volvió más compleja, ha sido difícil 
establecer con exactitud cómo un defecto en esta proteína conduce al 
desarrollo de infecciones pulmonares crónicas. Aunque existe un debate 
considerable, muchos investigadores estarían de acuerdo con las decla- 
raciones siguientes. 

Como el movimiento de agua hacia el exterior de las células epi- 
teliales por ósmosis sigue el desplazamiento de sales, las anomalías en 
el flujo de Cl”, HCO% y/o Na* causadas por la deficiencia de CFTR 
produce un descenso en el líquido que baña las células epiteliales de las 
vías respiratorias (fig. 1). Una disminución en el volumen del líquido su- 
perficial y el aumento consecuente en la viscosidad del moco secretado 
afectan la función de los cilios que empujan el moco y las bacterias fuera 
del aparato respiratorio. En la actualidad, los candidatos más promiso- 
rios para mejorar la calidad de vida de los pacientes con CF son fár- 
macos como manitol, que aumentan el volumen del líquido superficial 
en las vías respiratorias y mejoran la función ciliar. Este fármaco es un 
polvo seco fino que se aplica con un inhalador sencillo. Cuando se in- 
hala hasta los pulmones, el manitol disuelto aumenta la osmolaridad del 
líquido en la superficie de las vías respiratorias, lo que hace que el agua 
se desplace por ósmosis fuera de las células epiteliales y hacia el líquido 
extracelular. También se realizan estudios clínicos sobre compuestos que 
tienen la capacidad para aumentar el volumen del líquido superficial 


CUADRO 1 
Trastorno hereditario Tipo de conducto Gen Consecuencias clínicas 
Migraña hemipléjica familiar (FHM) (Car CACNL144 Cefaleas migrañosas 
Ataxia episódica tipo 2 (EA-2) Cazi CACNL144 Ataxia (falta de equilibrio y coordinación) 
Parálisis hipopotasémica periódica Ca CACNL1AS Miotonía periódica (rigidez muscular) 
y parálisis 
Ataxia episódica tipo 1 Ki KCNA1 Ataxia 
Convulsiones neonatales familiares Ki KCNQ2 Convulsiones epilépticas 
benignas 
Sordera dominante no sindromática Ki KCNQ4 Sordera 
Síndrome de QT largo K+ HERG Mareo, muerte súbita por fibrilación 
KCNQ1 o ventricular 
Na* SCNSA 
Parálisis periódica hiperpotasémica Na? SCN4A Miotonía periódica y parálisis 
Síndrome de Liddle Na? B-ENaC Hipertensión (presión sanguínea alta) 
Miastenia grave Nat nAChR Debilidad muscular 
Enfermedad de Dent Cl CLCNS Cálculos renales 
Miotonía congénita El CLC-1 Miotonía periódica 
Síndrome de Bartter tipo IV Cl CLC-Kb Disfunción renal, sordera 
Fibrosis quística Cl CRTR Congestión e infecciones pulmonares 
Arritmias cardiacas Na? Muchos genes distintos Latido cardiaco irregular o rápido 
+ 


Véase Nature Cell Biol. 6:1040 2004, o Nature 440:444, 2006 para obtener una lista más completa. 


DEFECTOS EN LOS CONDUCTOS IÓNICOS Y TRANSPORTADORES COMO CAUSA DE ENFERMEDAD HEREDITARIA 
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FIGURA 1 Una explicación para los efectos debilitantes de la función 
pulmonar por la ausencia de la proteína CFTR. En el epitelio res- 
piratorio de una persona normal, el agua sale de las células epiteliales 
como respuesta al desplazamiento externo de iones, lo que hidrata la 
capa mucosa superficial. La capa mucosa hidratada, con las bacterias 
atrapadas, se mueve con facilidad fuera de las vías respiratorias. En el 


mediante la modificación del desplazamiento de iones al interior y al 
exterior de las células epiteliales (fig. 1). Estos compuestos incluyen in- 
hibidores del conducto de Na” (p. ej., Denufosol), con la capacidad de 
reducir la absorción del ion Na* del líquido de la vía respiratoria hacia 
el epitelio, y activadores de los conductos de Cl” (aparte de CFTR) (p. 
ej., Moli1901) con la capacidad para aumentar la conductancia del ion 
CI? desde el epitelio hacia el líquido de las vías respiratorias. 

En el decenio pasado, los investigadores identificaron más de 1000 
mutaciones distintas que causan fibrosis quística. Sin embargo, cerca 
del 70% de los alelos causantes de la enfermedad en Estados Unidos 
contiene la misma alteración genética (designada AF508), todos care- 
cen de tres pares de bases del DNA que codifica una fenilalanina en la 
posición 508 dentro de uno de los dominios citoplásmicos del polipép- 
tido CFTR. La investigación subsiguiente reveló que los polipéptidos 
CFTR que carecen de este aminoácido particular no se procesan en 
forma normal dentro de las membranas del retículo endoplásmico y en 
realidad, nunca llegan a la superficie de las células epiteliales. Como 
resultado, los pacientes con CF homocigóticos para el alelo AF508 ca- 
recen del conducto CFTR en la membrana plasmática y presentan una 
forma grave de la enfermedad. Cuando se cultivan las células de estos 
pacientes a temperatura más baja, la proteína mutante es transportada 
a la membrana plasmática, donde funciona bastante bien. Este hallazgo 
llevó a varias compañías farmacéuticas a buscar pequeñas moléculas que 
pudieran unirse con estas moléculas CFTR mutantes, lo que impidiera 
su destrucción en el citoplasma y les permitiera llegar a la superficie 
celular. Se han identificado varios candidatos alentadores, pero ninguno 
ha resultado eficaz en estudios clínicos. 

De acuerdo con una estimación, la mutación AF508 debió origi- 
narse hace más de 50000 años para alcanzar una frecuencia tan alta en 
la población. El hecho de que el gen CF haya alcanzado esta frecuen- 
cia sugiere que los heterocigotos podrían recibir cierta ventaja selectiva 
sobre los que carecen de una copia del gen defectuoso. Se propuso que 
los heterocigotos de CF podrían estar protegidos contra los efectos del 
cólera, una enfermedad que se caracteriza por la secreción excesiva de lí- 
quido en la pared intestinal. Una dificultad con esta propuesta es que no 
hay registro de epidemias de cólera en Europa hasta los años 1820. Una 
propuesta alternativa sugiere que los heterocigotos están protegidos 
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epitelio respiratorio de una persona con fibrosis quística, el desplaza- 
miento anormal de iones hace que el agua fluya en sentido contrario, 
lo que deshidrata la capa mucosa. Como resultado, las bacterias atra- 
padas no pueden expulsarse de las vías respiratorias, lo que les permite 
proliferar como una película biológica (pág. 12) y causar infecciones 
crónicas. 


contra la fiebre tifoidea porque la bacteria causante de la enfermedad 
se adhiere poco a la pared del intestino que tiene una cantidad reducida 
de moléculas CFTR. 

Desde que se aisló el gen causante de CF, la meta principal de los 
investigadores de esta enfermedad ha sido el desarrollo de una curación 
mediante terapia génica; es decir, mediante la sustitución del gen defec- 
tuoso con una versión normal. La fibrosis quística es un buen candidato 
para la terapia génica porque los peores síntomas de la enfermedad se 
deben a las actividades anormales de las células epiteliales que recubren 
las vías respiratorias y por tanto, son accesibles a agentes que pueden 
administrarse por inhalación de un aerosol. Se han realizado estudios 
clínicos con varios tipos distintos de sistemas de administración. En un 
grupo de estudios, el gen CFTR se incorporó en el DNA de un ade- 
novirus defectuoso, un tipo de virus que en condiciones normales causa 
infecciones de vías respiratorias superiores. Luego se permitió que las 
partículas virales recombinantes infectaran las células de las vías respira- 
torias e introdujeran el gen normal a las células con la deficiencia genéti- 
ca. La principal desventaja del uso de un adenovirus es que el DNA viral 
(junto con el gen CFTR normal) no se integra en los cromosomas de 
la célula hospedadora infectada, por lo que el virus debe readministrar- 
se con frecuencia. Como resultado, el procedimiento a menudo induce 
una respuesta inmunitaria en el paciente que elimina al virus y causa 
inflamación pulmonar. Los investigadores tienen dudas respecto al uso 
de virus que integran sus genomas por el temor de iniciar el desarrollo 
de cánceres. En otros estudios, el DNA que codifica el gen CFTR nor- 
mal se vinculó con liposomas con carga positiva (pág. 124) que pueden 
fusionarse con las membranas plasmáticas de las células de las vías res- 
piratorias, lo que conduce el DNA al citoplasma. Como ventaja sobre 
los virus, la aplicación en lípidos tiene menor probabilidad de estimular 
una respuesta inmunitaria destructiva después de tratamientos repeti- 
dos, pero tiene la desventaja de ser menos eficaz para lograr la modifica- 
ción genética de las células blanco. Hasta ahora ninguno de los estudios 
clínicos de terapia génica ha producido una mejoría significativa en los 
procesos fisiológicos o los síntomas de la enfermedad. Es necesario el 
desarrollo de sistemas de administración de DNA más efectivos, capa- 
ces de producir cambios genéticos en un mayor porcentaje de células de 
las vías respiratorias, para lograr la mejoría de la CF con terapia génica. 
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Cotransporte: acoplamiento del transporte activo con los 
gradientes iónicos existentes El establecimiento de gra- 
dientes de concentración, como los de Na*, K* y H*, proporciona 
un medio por el cual puede almacenarse energía libre en una cé- 
lula. La célula utiliza la energía potencial almacenada en los gra- 
dientes iónicos de varias formas para realizar un trabajo, incluido 
el transporte de otros solutos. Considérese la actividad fisiológica 
del intestino. Dentro de su luz, las enzimas hidrolizan los polisa- 
cáridos de alto peso molecular en azúcares simples, los cuales se 
absorben por las células epiteliales que recubren el intestino. El 
movimiento de la glucosa a través de la membrana plasmática 
apical de las células epiteliales contra un gradiente de concentra- 
ción ocurre por cotransporte con los iones sodio, como se ilustra 
en la figura 4-49. La concentración de Na* se mantiene muy baja 
dentro de las células por la acción de un sistema de transporte ac- 
tivo primario (Na*/K*-ATP-asa), situado en la membrana plas- 
mática basal y lateral, que bombea iones sodio fuera de la célula 
contra un gradiente de concentración. La tendencia de los iones 
sodio a difundir de regreso a través de la membrana plasmática 
apical en favor de su gradiente de concentración es “conducida” 
por las células epiteliales para impulsar el cotransporte de molécu- 
las de glucosa al interior de la célula contra un gradiente de con- 
centración. Se dice que las moléculas de glucosa están impulsadas 
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FIGURA 4-49 Transporte secundario: el uso de energía almacenada en 
un gradiente iónico. La Na*/K*-ATP-asa que se encuentra en la mem- 
brana de la superficie lateral de la célula mantiene una concentración ci- 
tosólica muy baja de Na”. El gradiente de sodio a través de la membrana 
plasmática representa un almacén de energía que puede derivarse para 
realizar trabajo, como el transporte de glucosa mediante un cotranspot- 
tador Na*/glucosa situado en la membrana plasmática apical. Una vez 
transportado a través de la superficie apical hacia la célula, las moléculas 
de glucosa se difunden a la superficie basal, donde el transportador facili- 
tador de glucosa las traslada fuera de la célula y a la corriente sanguínea. 
El tamaño relativo de las letras indica la dirección de los gradientes de 
concentración respectivos. Se transportan dos iones Na* por cada molé- 
cula de glucosa; la proporción 2:1 entre éstos aporta una fuerza de im- 
pulso mucho mayor hacia el interior de la célula que la proporción 1:1. 


por transporte activo secundario. En este caso, la proteína de trans- 
porte, llamada cotransportador de Na*/glucosa, desplaza dos iones 
de sodio y una molécula de glucosa en cada ciclo. Una vez dentro, 
las moléculas de glucosa se difunden por la célula y se mueven a 
través de la membrana basal por difusión facilitada (pág. 152). 
Para apreciar el poder de un gradiente iónico para acumu- 
lar otros tipos de solutos en las células, puede hacerse una breve 
consideración de la energética del cotransportador de Na*/glu- 
cosa. Recuérdese que en la página 144 se indicó que el cambio de 
energía libre para el movimiento de un mol de iones Na* hacia 
el interior de la célula es igual a —3.1 kcal/mol y por tanto, 6.2 
kcal para dos moles de iones Na*, que estarían disponibles para 
transportar un mol de glucosa contra corriente al interior de la 
célula. Recuérdese también que en la página 143 se indicó que 
la ecuación para el movimiento de un no electrólito, como la 
glucosa, a través de la membrana es ic] 
i 


AG = RT In C] 


AG = 2.303 RTlog,, 


II 
[C] 


Si se usa esta ecuación, puede calcularse qué tan grande es el gra- 
diente de concentración de glucosa (X) que este cotransportador 
puede generar. A 25°C, 


6.2 kcal/mol = 1.4 kcal/mol : log, A 
log, A = 4.43 


Este cálculo indica que el cotransportador de Na*/glucosa es 
capaz de transportar glucosa al interior de la célula contra un 
gradiente de concentración 20000 veces mayor. 

Las células vegetales dependen de sistemas de transporte ac- 
tivo secundario para captar diversos nutrientes, incluidos sacarosa, 
aminoácidos y nitrato. En las plantas, la captación de estos com- 
puestos está aunada al desplazamiento corriente abajo de iones 
H” hacia el interior de la célula, en lugar de iones Na*. El trans- 
porte activo secundario de la glucosa hacia las células epiteliales 
del intestino y el transporte de sacarosa hacia una célula vegetal 
son ejemplos de sizmporte, en el que las dos especies transportadas 
(Na* y glucosa o H* y sacarosa) se desplazan en la misma direc- 
ción. Se han aislado muchas proteínas de transporte secundario 
que implican un antiporte, en el que las dos especies transportadas 
se desplazan en sentidos contrarios. Por ejemplo, a menudo las cé- 
lulas pueden mantener un pH citoplásmico apropiado mediante 
el acoplamiento del movimiento hacia el interior y corriente aba- 
jo de Na” con el desplazamiento exterior de H”. Las proteínas 
que median el antiporte casi siempre se llaman intercambiadores. 


1. Compare y mencione diferencias de las cuatro formas 
distintas en las que una sustancia puede moverse a 
través de la membrana plasmática (como se indica en la 
figura 4-33). 

2. Compare la diferencia energética entre la difusión de 
un electrólito y la de un no electrólito a través de la 
membrana. 


3. Describa la relación entre el coeficiente de partición y el 
tamaño molecular con respecto a la permeabilidad de la 
membrana. 

4. Explique los efectos de la colocación de una célula en 
un medio hipotónico, hipertónico o isotónico. 

5. Describa dos formas en las que se utiliza la energía 
para desplazar iones y solutos contra un gradiente de 
concentración. 

6. ¿Cómo ilustra la Na*/K*-ATP-asa la asimetría de la 
membrana plasmática? 

7. ¿Cuál es la función de la fosforilación en el mecanismo 
de acción de la Na*/K*-ATP-asa? 

8. ¿Cuál es la relación estructural entre las partes del con- 
ducto procariota KcsA para K* y el conducto para K* 
eucariota activado por voltaje? ¿Qué parte del conducto 
participa en la selectividad iónica, qué parte en la abertu- 
ra-cierre del conducto y qué parte en la desactivación del 
conducto? ¿Cómo es que ocurre cada uno de estos proce- 
sos (selectividad iónica, abertura-cierre y desactivación)? 

9. Por su tamaño más pequeño, se esperaría que los iones 
Na* pudieran penetrar cualquier poro lo bastante 
grande para un ion K*. ¿Cómo es que el conducto de 
K* selecciona este ion específico? 


4.8 POTENCIALES DE MEMBRANA 
E IMPULSOS NERVI 


Todos los organismos responden a la estimulación externa, una 
propiedad conocida como irritabilidad. Incluso una ameba uni- 
celular responde con el retiro de sus seudópodos, redondeamien- 
to y desplazamiento en otra dirección si se le pica con una aguja 
fina de vidrio. La irritabilidad de la ameba depende de las mis- 
mas propiedades básicas de las membranas que conducen a la 
formación y propagación de impulsos nerviosos, que son el tema 
del resto de este capítulo. 


Núcleo de célula 
de Schwann 


Dendritas — Capas 


de mielina 


Axón 


Vaina de mielina 


Nodo de Ranvier 


(a) Botón terminal 


FIGURA 4-50 La estructura de una célula nerviosa. (4) Esquema de una 
neurona simple con un axón mielinizado. Como muestra el detalle, la 
vaina de mielina está formada por células de Schwann individuales que 
se envuelven sobre sí mismas alrededor del axón. Los sitios donde el axón 
carece de envoltura de mielina se llaman nodos de Ranvier. (Noza: las 
células formadoras de mielina en el sistema nervioso central se llaman 
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Las células nerviosas (neuronas) están especializadas en la re- 
copilación, conducción y transmisión de información, que se co- 
difica en forma de impulsos eléctricos de desplazamiento rápido. 
Las partes básicas de una neurona típica se ilustran en la figura 
4-50. El núcleo de la neurona se localiza dentro de una región 
expandida llamada cuerpo celular, que es el centro metabólico de la 
célula y el sitio en el que se produce la mayor parte de su conteni- 
do material. Desde el cuerpo celular de la mayoría de las neuronas 
se encuentra un gran número de extensiones finas, las dendritas, 
que reciben información entrante de fuentes externas, casi siempre 
otras neuronas. Del cuerpo también emerge una extensión única 
más prominente, el axón, que conduce los impulsos salientes lejos 
del cuerpo celular y hacia la(s) célula(s) blanco. Aunque algunos 
axones sólo miden unas cuantas micras de largo, otros se extienden 
muchos metros en el cuerpo de grandes vertebrados, como la jirafa 
o la ballena. La mayoría de los axones se dividen en su extremo en 
procesos más pequeños, cada terminación con un botón terminal, 
un sitio especializado en el que los impulsos se transmiten de una 
neurona a la célula blanco. Muchas neuronas del cerebro termi- 
nan en miles de botones terminales, lo que permite a estas células 
cerebrales comunicarse con miles de blancos potenciales. Como 
se explica en la página 162, casi todas las neuronas del cuerpo de 
los vertebrados están envueltas en una vaina de mielina rica en 
lípidos, cuya función se describe a continuación. 


El potencial de reposo 


Un voltaje (o diferencia de potencial eléctrico) entre dos puntos, 
como el interior y exterior de la membrana plasmática, se produ- 
ce cuando hay un exceso de iones positivos en un punto y un ex- 
ceso de iones negativos en el otro punto. El voltaje a través de las 
membranas puede medirse mediante la inserción de un electrodo 
fino de vidrio (o microelectrodo) en el citoplasma de una célula, 
también se coloca otro electrodo en el líquido extracelular y se 


(b) 


oligodendrocitos en lugar de células de Schwann.) (4) Micrografía com- 
puesta de una neurona aislada del hipocampo de una rata con cuerpo ce- 
lular y dendritas (púrpura), y un axón de 1 cm de largo (rojo). Las células 
nerviosas motoras de los mamíferos mayores pueden ser 100 veces más 
largas. (B: TOMADA DE Carros F. IsáñÑez, TrenDs CELL Bior. 17:520, 
2007; COPYRIGHT 2007, CON AUTORIZACIÓN DE ELSEVIER SCIENCE.) 
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conectan ambos electrodos a un voltímetro, un instrumento que 
mide la diferencia de carga entre dos puntos (fig. 4-51). Cuando 
se realizó por primera vez este experimento en un axón gigante 
de calamar, se registró una diferencia de potencial cercana a 70 
milivoltios (mV), el interior era negativo con respecto al exterior 
(indicado por un signo menos, —70 mV). La presencia de un 
potencial de membrana no es exclusiva de las células nerviosas, 
estos potenciales se encuentran en todos los tipos de células, con 
magnitud variable entre unos —15 mV y —100 mV. Para las cé- 
lulas no excitables, o sea las distintas a neuronas y células mus- 
culares, este voltaje se llama sólo potencial de membrana. En 
una célula nerviosa o muscular, este mismo potencial se conoce 
como potencial de reposo porque está sujeto a cambios drásti- 
cos, como se explica en la sección siguiente. 

La magnitud y dirección del voltaje a través de la membrana 
plasmática se determinan por las diferencias en las concentracio- 
nes de iones a ambos lados de la membrana y sus permeabilidades 
relativas. Como se describió antes en este capítulo, la Na*/K*- 
ATP-asa bombea sodio fuera de la célula y potasio al interior, lo 
que establece gradientes grandes de estos dos iones a través de la 
membrana plasmática. A causa de estos gradientes, podría espe- 
rarse que los iones de potasio escaparan de la célula y los iones de 
sodio se filtraran al interior a través de sus respectivos conductos 
iónicos. Sin embargo, casi todos los conductos iónicos que están 
abiertos en la membrana plasmática de una célula nerviosa en re- 
poso son selectivos para K*; a menudo se conocen como conductos 
de fuga de K*. Se cree que tales conductos son miembros de una 
familia de los conductos de K* que carecen del sensor de voltaje 
S4 (pág. 151) y no responden a los cambios en el voltaje. 
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FIGURA 4-51 Medición del potencial de reposo de una membrana. Se 


mide un potencial cuando se detecta una diferencia en la carga entre 
los electrodos de referencia y de registro. En (a), ambos electrodos es- 
tán fuera de la célula y no se mide una diferencia de potencial (voltaje). 
Cuando un electrodo penetra la membrana plasmática del axón en (0), 
el potencial cae de inmediato a —70 mV (interior negativo), lo que se 
aproxima al potencial de equilibrio para los iones potasio; es decir, el po- 
tencial que habría resultado si la membrana fuera impermeable a todos 
los iones, excepto el potasio. 


Como los iones K* son la única especie cargada con per- 
meabilidad significativa en una célula nerviosa en reposo, su sali- 
da a través de la membrana deja un exceso de cargas negativas en 
el lado citoplásmico de la misma. Aunque el gradiente de concen- 
tración a través de la membrana favorece la salida continua de K*, 
el gradiente eléctrico generado por el exceso de cargas negativas 
en el interior de la célula favorece la retención de iones K* dentro 
de la misma. Cuando estas dos fuerzas opuestas se balancean, el 
sistema está en equilibrio y no hay movimiento neto de iones K* a 
través de la membrana. Con la ecuación siguiente, conocida como 
la ecuación de Nernst, se puede calcular el potencial de membra- 
na (Y, ) que se mediría en equilibrio si la membrana plasmática 
de una célula nerviosa fuera permeable sólo a iones K*.* En este 
caso, V sería igual al potencial de equilibrio del potasio (£,): 


2 RT [K] 
Es = 2,303 FR : logo [K] 


Para un axón de calamar gigante, la [K,*] es cercana a 350 mM, 
mientras que la [K_*] se aproxima a 10 mM; por tanto, a 25°C 
(298 K) y con z = +1 (para el ion K* equivalente), 


E, = 59 log ¿0.028 = —91 mV 
Un cálculo similar del potencial de equilibrio del sodio (£,,) 


produciría un valor cercano a +55 mV. Como las mediciones de 
voltaje a través de la membrana nerviosa en reposo son similares 
en signo y magnitud (—70 mV) al potencial de equilibrio del po- 
tasio recién calculado, el desplazamiento de iones potasio a través 
de la membrana se considera el factor más importante para de- 
terminar el potencial de reposo. La diferencia entre el potencial 
de equilibrio calculado de K* (-91 mV) y el potencial de reposo 
medido (—70 mV, fig. 4-51) se debe a una ligera permeabilidad 
de la membrana al sodio a través de un conducto de fuga de Na* 
recién descrito. 


El potencial de acción 


El conocimiento actual de los potenciales de membrana y los im- 
pulsos nerviosos se basa en la investigación realizada en los axo- 
nes gigantes del calamar a finales del decenio de 1940 y principio 
del de 1950 por un grupo de fisiólogos británicos, en particular 
Alan Hodgkin, Andrew Huxley y Bernard Katz. Estos axones, 
que miden cerca de 1 mm de diámetro, transmiten impulsos a 
gran velocidad, lo que permite al calamar escapar con rapidez 
de los depredadores. Si la membrana del axón de calamar en re- 
poso se estimula mediante un ligero golpe con una aguja fina o 
mediante una sacudida con una corriente eléctrica muy pequeña, 
algunos de estos conductos de sodio se abren, lo que permite que 
una cantidad muy limitada de iones sodio se difundan al inte- 
rior de la célula. Esta oportunidad para que los iones con carga 
positiva entren a la célula disminuye el potencial de membrana, 
lo vuelve menos negativo. Como el cambio positivo en el voltaje 
de la membrana induce un descenso en la polaridad entre ambos 
lados de la membrana, se conoce como despolarización. 

Si el estímulo produce sólo una despolarización de la mem- 
brana de unos cuantos milivoltios, por ejemplo de —70 a —60 


¿La ecuación de Nernst deriva de la ecuación presentada en la página 144 
cuando se establece la AG en cero, como es el caso cuando el movimiento de 
iones está en equilibrio. Walther Nernst era un fisicoquímico alemán que ganó el 


Premio Nobel en 1920. 


mV, la membrana regresa con rapidez a su potencial de reposo en 
cuanto cesa el estímulo (fig. 4-52a, recuadro izquierdo). Sin em- 
bargo, si el estímulo despolariza la membrana más allá de cierto 
punto, llamado umbral, lo que ocurre alrededor de los —50 mV, 
se inicia una nueva serie de fenómenos. El cambio de voltaje 
hace que se abran los conductos de sodio activados por voltaje. 
Como consecuencia, los iones sodio difunden libremente a la cé- 
lula (fig. 4-52a, cuadro intermedio) en favor de los gradientes de 
concentración y eléctrico. El aumento en la permeabilidad de la 
membrana a los iones Na* y el desplazamiento correspondiente 
de la carga positiva hacia el interior de la célula hacen que la 
membrana tenga una reversión breve del potencial (fig. 4-520), 
por lo que se vuelve positiva, alrededor de +40 mV, y se aproxi- 
ma al potencial de equilibrio para el sodio (fig. 4-51). 

Luego de alrededor de 1 ms, los conductos de sodio se des- 
activan en forma espontánea, lo que bloquea la entrada adicional 
de iones Na*. De acuerdo con el conocimiento prevaleciente, la 
desactivación se debe a la difusión aleatoria del péptido de des- 
activación a la abertura del poro del conducto en forma similar a 
la descrita para los conductos de K* en la página 151. Mientras 
tanto, el cambio en el potencial de membrana causado por la 
entrada de Na* induce la abertura de los conductos de potasio 
activados por voltaje (fig. 4-52a, recuadro derecho) descritos en 
la página 151. Como resultado, los iones de potasio se difunden 
con libertad fuera de la célula en favor del marcado gradiente 
de concentración. La permeabilidad disminuida de la membrana 
al sodio y su permeabilidad aumentada al potasio hacen que el 
potencial de membrana regrese a un valor negativo cercano a 
—80 mV, próximo al potencial de equilibrio de K* (fig. 4-51). 
El potencial de membrana muy negativo produce el cierre de los 
conductos de potasio activados por voltaje (fig. 4-434), lo cual 
regresa la membrana a su estado de reposo. En conjunto, estos 
cambios en el potencial de membrana se llaman potencial de 
acción (fig. 4-52b). La serie completa de cambios durante un 
potencial de acción sólo toma unos 5 ms en el axón de calamar 
y menos de 1 ms en la célula nerviosa mielinizada de los ma- 
míferos. Después de un potencial de acción, la membrana entra 
en un breve periodo refractario durante el cual no responde a un 


FIGURA 4-52 Formación de un potencial de acción. (a) Tiempo 1, recua- 
dro superior izquierdo: la membrana en esta región de la célula nerviosa 
presenta el potencial de reposo, en el que sólo los conductos de fuga de K* 
se abren y el voltaje de la membrana se aproxima a —70 mV. Tiempo 2, re- 
cuadro superior medio, muestra la fase de despolarización: la membrana se 
despolarizó más allá del valor umbral, lo que abre las compuertas de sodio 
reguladas por voltaje y produce entrada de iones Na* (indicado en el cam- 
bio de permeabilidad de la gráfica inferior). El aumento en la permeabili- 
dad de Na* hace que el voltaje de la membrana se revierta temporalmen- 
te y alcance un valor cercano a +40 mV en el axón gigante de calamar 
(tiempo 2). Es la inversión del potencial de membrana lo que constituye el 
potencial de acción. Tiempo 3, el cuadro superior derecho muestra la fase 
de repolarización: en una fracción de segundo, las compuertas de sodio 
se desactivan y las compuertas de potasio se abren, lo que permite que 
los iones de potasio se difundan a través de la membrana (parte inferior 
del dibujo) y establezcan un potencial aún más negativo en el sitio (80 
mV) que el potencial de reposo. Casi en cuanto se abren, las compuertas 
de potasio se cierran, lo que deja los conductos de fuga de potasio como 
vía principal para el desplazamiento iónico a través de la membrana y res- 
tablece el potencial de reposo. (4) Resumen de los cambios de voltaje que 
ocurren durante un potencial de acción, como se describe en la parte a. 
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nuevo estímulo. El periodo refractario ocurre porque los con- 
ductos de sodio que estaban desactivados durante la etapa inicial 
del potencial de acción deben cerrarse antes de poder reabrirse 
en respuesta a otro estímulo. Como se muestra en la figura 4-43, 
la transformación del conducto iónico de la conformación desac- 
tivada a la cerrada sólo puede ocurrir después que el péptido de 
desactivación salió de la abertura del poro. 

Aunque el potencial de acción produce un cambio drástico 
en el voltaje de la membrana, sólo un diminuto porcentaje de 
iones a ambos lados de la membrana participa en un potencial de 
acción determinado. Los cambios impresionantes en el potencial 
de membrana que se observan en la figura 4-524 no se deben a 
cambios en las concentraciones de iones Na* y K* a ambos lados 
de la membrana (tales cambios son insignificantes). Por el con- 
trario, se deben a los movimientos de la carga en una dirección o 
la otra producidos por los cambios fugaces en la permeabilidad a 
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estos iones. Los iones de Na* y K* que cambian de sitio a través 
de la membrana durante un potencial de acción al final son bom- 
beados de regreso por la Na*/K*-ATP-asa. Incluso si ésta se 
inhibe, una neurona a menudo puede disparar miles de impulsos 
más antes de que se disipen los gradientes iónicos establecidos 
por la actividad de la bomba. 

Una vez que la membrana de una neurona se despolariza 
hasta el valor umbral, se desencadena un potencial de acción com- 
pleto sin estimulación adicional. Esta característica de la función 
celular nerviosa se conoce como ley de todo o nada. No hay puntos 
intermedios; la despolarización inferior al umbral es incapaz de 
desencadenar un potencial de acción, mientras que la despolari- 
zación umbral induce en forma automática una respuesta máxi- 
ma. También vale la pena señalar que el potencial de acción no 
es un proceso que requiera energía, sino que es resultado del flujo 
de iones en favor de sus gradientes electroquímicos respectivos. 
La energía es necesaria para que la Na*/K*-ATP-asa genere los 
grandes gradientes iónicos a través de la membrana plasmática, 
pero una vez que se obtienen, los diversos iones están listos para 
fluir por la membrana en cuanto se abran los conductos iónicos. 

Los desplazamientos iónicos a través de la membrana de las 
células nerviosas constituyen la base para la comunicación neural. 
Ciertos anestésicos locales, como la procaína y la novocaína, ac- 
túan mediante el cierre de los conductos iónicos en las membra- 
nas de las células sensitivas y neuronas. Mientras estos conductos 
iónicos permanezcan cerrados, las células afectadas son incapaces 
de generar potenciales de acción y por tanto, no pueden informar 
al cerebro sobre lo que ocurre en la piel o los dientes. 


Propagación de los potenciales 
de acción como impulso 


Hasta este punto, la revisión se ha limitado a fenómenos que ocu- 
rren en un sitio particular de la membrana celular nerviosa donde 
una despolarización experimental generó un potencial de acción. 
Una vez que se inicia el potencial de acción, no permanece loca- 
lizado en un sitio particular, sino que se propaga como impulso 
nervioso a lo largo de la célula hasta las terminaciones nerviosas. 

Los impulsos nerviosos se expanden a lo largo de la mem- 
brana porque un potencial de acción en un sitio tiene efecto en 
el sitio adyacente. La despolarización intensa que acompaña a un 
potencial de acción crea una diferencia en la carga en las super- 
ficies interna y externa de la membrana plasmática (fig. 4-53). 
Como resultado, los iones positivos se mueven hacia el sitio de 
despolarización en la superficie externa de la membrana y lejos 
de ese sitio en la superficie interna (fig. 4-53). Este flujo de co- 
rriente local hace que la membrana en la región justo delante del 
potencial de acción se despolarice. Como la despolarización que 
acompaña al potencial de acción es muy grande, la membrana de 
la región adyacente se despolariza con facilidad hasta un nivel 
mayor al valor umbral, lo que abre los conductos de sodio en 
esta región adyacente y genera otro potencial de acción. Por tan- 
to, una vez iniciados, los potenciales de acción exitosos recorren 
todo el largo de la neurona sin perder intensidad, llegan a su célu- 
la blanco con la misma fuerza que tenían en su punto de origen. 

Como todos los impulsos que viajan a lo largo de una neu- 
rona tienen la misma fuerza, los estímulos más fuertes no pueden 
producir impulsos “más grandes” que los estímulos más débiles. 
Aún así, es claro que las personas son capaces de detectar di- 
ferencias en la fuerza de un estímulo. La capacidad para hacer 
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FIGURA 4-53 La propagación de un impulso es resultado del flujo local 
de iones. Un potencial de acción en un sitio de la membrana despolariza 
una región adyacente de la misma, lo que inicia un potencial de acción 
en el segundo sitio. El potencial de acción sólo puede fluir en dirección 
anterior porque la porción de la membrana que acaba de experimentar 
un potencial de acción permanece en periodo refractario. 


discriminaciones sensitivas depende de varios factores. Por ejem- 
plo, un estímulo más fuerte, como agua muy caliente, activa más 
células nerviosas que un estímulo más débil, como el agua tibia. 
También activa neuronas de “umbral alto” que permanecerían en 
reposo si el estímulo fuera más débil. La fuerza del estímulo tam- 
bién está codificada en el patrón y frecuencia con los cuales los 
potenciales de acción son iniciados por una neurona particular. 
En la mayor parte de los casos, mientras más fuerte sea el estí- 
mulo, es mayor la cantidad de impulsos generados. 


La velocidad es esencial Mientras mayor sea el diámetro de 
un axón, menor es la resistencia al flujo local de corriente y con 
más rapidez un potencial de acción en un sitio activa las regio- 
nes adyacentes de la membrana. Algunos invertebrados, como 
el calamar y los gusanos de tubo desarrollaron axones gigantes 
que facilitan el escape del animal ante el peligro. Sin embargo, 
existe un límite a esta estrategia evolutiva. Como la velocidad 
de conducción aumenta con la raíz cuadrada del aumento en el 
diámetro, un axón que tiene 480 um de diámetro puede conducir 
un potencial de acción sólo cuatro veces más rápido que uno de 
30 ¡um de diámetro. 

Durante la evolución de los vertebrados se logró un aumen- 
to en la velocidad de conducción cuando el axón se envolvió con 
una vaina de mielina (figs. 4-5 y 4-50). Como está formada por 
muchas capas de membranas que contienen lípidos, la vaina de 
mielina es idónea para prevenir el paso de iones a través de la 
membrana plasmática. Además, casi todos los conductos para 
Na* de una neurona mielinizada se encuentran en las brechas 
no envueltas o nodos de Ranvier, entre las células de Schwann 
adyacentes u oligodendrocitos que componen la vaina (fig. 4-50). 
Por consiguiente, los nodos de Ranvier son los únicos sitios en 
los que pueden generarse potenciales de acción. Un potencial 
de acción en un nodo genera un potencial de acción en el nodo 
siguiente (fig. 4-54), lo que hace que el impulso salte de un 
nodo a otro sin tener que activar la membrana entre ellos. La 
propagación de un impulso por este mecanismo se llama con- 
ducción saltatoria. Los impulsos se conducen a lo largo de un 
axón mielinizado a velocidades de hasta 120 m/s, velocidad más 
de 20 veces mayor a la que alcanza un impulso en una neurona 
no mielinizada del mismo diámetro. 
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FIGURA 4-54 Conducción saltatoria. Durante la conducción saltatoria, 
sólo la membrana de la región nodal del axón se despolariza y es capaz 
de generar un potencial de acción. Esto se logra cuando la corriente 
fluye directamente de un nodo activado al siguiente nodo en reposo a 
lo largo del axón. 
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La importancia de la mielinización se ilustra de manera drás- 
tica en la esclerosis múltiple, una enfermedad causada por el dete- 
rioro de la vaina de mielina que rodea a los axones en varias partes 
del sistema nervioso. Las manifestaciones de la enfermedad casi 
siempre aparecen en el adulto joven; los pacientes presentan debi- 
lidad de las manos, dificultad para caminar y problemas visuales. 


Neurotransmisión: salto de la hendidura 
sináptica 

Las neuronas están vinculadas con sus células blanco mediante 
uniones especializadas llamadas sinapsis. El examen cuidado- 
so de una sinapsis revela que las dos células no hacen contacto 
directo, sino que están separadas entre sí por una hendidura es- 
trecha de unos 20 a 50 nm. Esta brecha se llama hendidura 
sináptica. Una célula presináptica (célula receptora o neuro- 
na) conduce impulsos hacia una sinapsis, y del lado receptor de 
la sinapsis siempre se encuentra una célula postsináptica (una 
neurona, célula muscular o glandular). La figura 4-55 muestra 
varias sinapsis entre las ramas terminales de un axón y una célula 
muscular esquelética; las sinapsis de este tipo se llaman uniones 
neuromusculares. 


FIGURA 4-55 La unión neuromuscular es el sitio 
donde las ramas de un axón motor forma sinapsis 
con las fibras musculares del músculo esquelético. 
El recuadro izquierdo muestra las vesículas sináp- 
ticas que residen en el botón terminal del axón 
y la hendidura sináptica estrecha entre el botón 
terminal y la célula blanco postsináptica. El recua- 
dro derecho muestra el botón terminal presionado 
contra la membrana plasmática de la célula mus- 
cular. Las moléculas de neurotransmisor (rojo) 
liberadas de las vesículas sinápticas de la neurona 
se unen con los receptores (color naranja) en la 
superficie de la célula muscular (azul). (RECUADRO 
IZQUIERDO DE Vvu/T. Reese y Don W. FawceTT/ 
VisuaLs UNLIMITED.) 
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¿Cómo salta un impulso de una neurona presináptica a tra- 
vés de la hendidura presináptica para influir en la célula postsi- 
náptica? Los estudios realizados hace décadas indicaron que una 
sustancia química participa en la transmisión de un impulso de 
una célula a otra (pág. 166). En el microscopio electrónico pue- 
den observarse que las puntas (botones terminales) contienen 
grandes cantidades de vesículas sinápticas (fig. 4-55, inserto 
izquierdo) que sirven como sitios de almacenamiento para los 
transmisores químicos que actúan en las células postsinápticas. 
Dos de los neurotransmisores mejor estudiados son acetilcolina 
y noradrenalina, 
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que transmiten impulsos a los músculos esquelético y cardiaco. 

La secuencia de fenómenos durante la transmisión sináptica 
puede resumirse de la siguiente manera (fig. 4-56). Cuando un 
impulso llega a un botón terminal (paso 1, fig. 4-56), la despo- 
larización acompañante induce la abertura de varios conductos 
de Ca?” activados por voltaje en la membrana plasmática de esta 
parte de la célula nerviosa presináptica (paso 2, fig. 4-56). En 
condiciones normales, los iones calcio se encuentran en concen- 
tración muy baja dentro de la neurona (alrededor de 100 nM), 
como en todas las células. Cuando las compuertas se abren, los 
iones calcio se difunden del líquido extracelular hacia el botón 
terminal de la neurona, lo que hace que el [Ca?*] se eleve más 
de 1000 veces dentro de microdominios localizados cerca de los 
conductos. El [Ca?*] alto desencadena la fusión rápida de una o 
varias vesículas sinápticas cercanas con la membrana plasmática, 
lo que produce la liberación de las moléculas de neurotransmisor 
a la hendidura sináptica (paso 3, fig. 4-56). 

Una vez liberadas de las vesículas sinápticas, las moléculas 
de neurotransmisor se difunden a través de la estrecha hendidura 
y se unen de manera selectiva con las moléculas receptoras que 
se concentran justo al otro lado de la hendidura en la membra- 
na plasmática postsináptica (paso 4, fig. 4-56). Una molécula de 
neurotransmisor puede tener uno de dos efectos opuestos, según 
el tipo de receptor en la membrana de la célula blanco con la que 
se una.” 


1. El transmisor unido puede desencadenar la abertura de con- 
ductos catiónicos selectivos en la membrana, lo que produce 
la entrada de iones sodio y un potencial de membrana menos 


TEs importante señalar que esta revisión ignora una clase importante de 
receptores para neurotransmisores que no son conductos iónicos y por tanto, no 
afectan directamente el voltaje de la membrana. Este otro grupo de receptores 
son miembros de una clase de proteínas llamadas GPCR, que se describen con 
detalle en la sección 15.3. Cuando un neurotransmisor se une con uno de estos 
receptores, puede iniciar diversas respuestas, que a menudo incluyen la abertura 
de conductos iónicos por un mecanismo indirecto. 


negativo (más positivo). Esta despolarización de la membra- 
na postsináptica excita a la célula, lo que aumenta su probabi- 
lidad de respuesta a este estímulo o los subsiguientes median- 
te la generación de un potencial de acción propio (fig. 4-56, 
pasos 5 y 6). 

2. El transmisor unido puede inducir la abertura de conductos 
aniónicos selectivos, lo que produce la entrada de iones cloro 
y un potencial de membrana más negativo (hiperpolarizado). 
La hiperpolarización de la membrana postsináptica dismi- 
nuye la probabilidad de que la célula genere un potencial de 
acción porque se requiere una mayor entrada de sodio para 
alcanzar el umbral de la membrana (fig. 4-56, paso 5b). 


La mayor parte de las células nerviosas en el cerebro reciben 
señales estimulantes e inhibidoras de muchas neuronas presi- 
nápticas diferentes. Es la suma de estas influencias opuestas la 
que determina si se genera o no un impulso en la neurona post- 
sináptica. 

Todos los botones terminales de una neurona determinada 
liberan el (los) mismo(s) neurotransmisor(es). Sin embargo, un 
neurotransmisor determinado puede tener un efecto estimulante 
en una membrana postsináptica particular y un efecto inhibidor 
en otra. Por ejemplo, la acetilcolina inhibe la contractilidad del 
corazón, pero estimula la contractilidad del músculo esquelético. 
En el cerebro, el glutamato es el principal neurotransmisor esti- 
mulante y el ácido gamma-aminobutírico (GABA) es el princi- 
pal neurotransmisor inhibidor. Varios anestésicos generales, así 
como el diazepam y sus derivados, actúan a través de la unión 
con el receptor para GABA y la intensificación de la actividad 
del interruptor primario “de apagado” del cerebro. 


Acciones de los fármacos en las sinapsis Es importante 
que un neurotransmisor sólo tenga una semivida corta después de 
su liberación de una neurona presináptica; de lo contrario, el efec- 
to del neurotransmisor se extendería y la neurona postsináptica 
no se recuperaría. Un neurotransmisor se elimina de la sinapsis de 
dos maneras: por enzimas que destruyen las moléculas del neu- 
rotransmisor en la hendidura sináptica y mediante proteínas que 
transportan al neurotransmisor de regreso a las terminaciones 
presinápticas, un proceso llamado captación. Gracias a la destruc- 
ción o recaptación de las moléculas de neurotransmisor, el efecto 
de cada impulso no dura más de unos cuantos milisegundos. 

La interferencia con la destrucción o recaptación de neu- 
rotransmisores puede tener efectos fisiológicos y conductuales 
drásticos. La acetilcolinesterasa es una enzima situada dentro de 
la hendidura sináptica que hidroliza la acetilcolina. Si esta enzi- 
ma se inhibe por la exposición al gas nervioso DFP (fosfato de 
diisopropilfluoruro), por ejemplo, los músculos esqueléticos del 
cuerpo experimentan una contracción violenta por la presencia 
continua de concentraciones altas de acetilcolina. 

Muchos fármacos actúan por inhibición de los transpor- 
tadores que eliminan a los neurotransmisores de la hendidura 
sináptica. Varios de los antidepresivos de prescripción frecuente, 
incluida la fluoxetina, inhiben la recaptación de serotonina, un 
neurotransmisor implicado en los trastornos del estado de áni- 
mo. Por otro lado, la cocaína interfiere con la recaptación del 
neurotransmisor dopamina, que se libera en las células nervio- 
sas en una parte del cerebro conocida como sistema límbico. El 
sistema límbico contiene los centros cerebrales del “placer” o 
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FIGURA 4-56 La secuencia de fenómenos durante la transmisión si- 
náptica con acetilcolina como neurotransmisor. Durante los pasos 1 a 
4, un impulso nervioso llega al botón terminal del axón, las compuertas 
de calcio se abren, permiten la entrada de Ca?* y se libera acetilcolina de 
las vesículas sinápticas, la cual se une con los receptores en la membra- 
na postsináptica. Si la unión de las moléculas de neurotransmisor causa 


“recompensa”. La presencia sostenida de dopamina en las hendi- 
duras sinápticas del sistema límbico produce una sensación corta 
de euforia, así como un intenso deseo de repetir la experiencia. 
Con el uso repetido, los efectos placenteros de la droga se redu- 
cen cada vez más, pero sus propiedades adictivas se intensifican. 
Las anfetaminas también actúan en las neuronas liberadoras de 
dopamina; se cree que estimulan la liberación excesiva de do- 
pamina de las terminaciones presinápticas e interfieren con la 
recaptación de las moléculas de neurotransmisor de la hendidura 
sináptica. Los ratones modificados mediante ingeniería genética 
para carecer del transportador de dopamina (DAT), la proteína 
encargada de la recaptación de dopamina, tienen un comporta- 
miento similar al de los ratones normales que recibieron cocaína 
o anfetaminas. La administración de cocaína o anfetaminas no 
tiene efectos adicionales en el comportamiento de animales que 
carecen del gen DAT. 

El compuesto activo de la mariguana (A*-tetrahidro- 
canabinol) actúa por un mecanismo diferente. Se une con los 
receptores canabinoides (CB1) situados en las terminaciones 
presinápticas de ciertas neuronas del cerebro, lo cual reduce la 
probabilidad de que estas neuronas liberen neurotransmisores. 
En condiciones normales, los receptores CB1 interactúan con 
compuestos producidos en el cuerpo llamados endocanabinoides. 
Éstos se producen en neuronas postsinápticas después de la des- 
polarización. Tales sustancias se difunden “en reversa” a través de 
la hendidura sináptica hacia la membrana presináptica, donde 
se unen con los receptores CB1 y suprimen la transmisión si- 
náptica. Los receptores CB1 se encuentran en muchas áreas del 
cerebro, incluidos el hipocampo, cerebelo e hipotálamo, lo que 
explica los efectos de la mariguana en la memoria, coordinación 
motora y apetito, respectivamente. Si la mariguana aumenta el 
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una despolarización de la membrana postsináptica (como en 5a), puede 
generarse un impulso nervioso ahí (6). Sin embargo, si la unión del neu- 
rotransmisor produce hiperpolarización de la membrana postsináptica 
(5b), la célula blanco se inhibe, lo que hace más difícil la generación de 
un impulso en la célula blanco por otra señal estimulante. No se muestra 
la degradación del neurotransmisor por acción de la acetilcolinesterasa. 


apetito a través de la unión con los receptores CB1, se deduce 
que el bloqueo de estos receptores podría disminuirlo. Esta línea 
de razonamiento condujo al desarrollo de un fármaco antago- 
nista de CB-1 para pérdida de peso llamado rimonabant, que se 
retiró del mercado por sus efectos secundarios. 


Plasticidad sináptica Las sinapsis son más que simples si- 
tios de conexión entre neuronas adyacentes; son factores clave 
en el trayecto de los impulsos por el sistema nervioso. Se cree que 
el cerebro humano contiene al menos cien billones de sinapsis. 
Estas sinapsis actúan como compuertas situadas a lo largo de 
varias vías, permiten que algunas informaciones pasen de una 
neurona a otra, al tiempo que impiden el paso de otra informa- 
ción al derivarla en otra dirección. Aunque las sinapsis a menudo 
se perciben como estructuras fijas sin cambios, pueden desple- 
gar una cualidad dinámica notable conocida como “plasticidad 
sináptica”. La plasticidad sináptica tiene importancia particular 
durante la lactancia y la infancia, cuando los circuitos neuronales 
del cerebro alcanzan su configuración madura. 

La plasticidad sináptica se observa mejor en estudios con 
neuronas del hipocampo, una parte del cerebro que tiene impor- 
tancia vital para el aprendizaje y la memoria a corto plazo. Cuan- 
do las neuronas del hipocampo se estimulan en forma repetida 
en un periodo corto, las sinapsis que conectan estas neuronas 
con sus vecinas se “fortalecen” mediante un proceso conocido 
como potenciación a largo plazo (LIP, long-term potentiation), 
que puede durar días, semanas o más. La investigación de la LTP 
se ha enfocado en el receptor NMDA, que es uno de varios tipos 
de receptores que se unen con el neurotransmisor estimulante 
glutamato. Cuando el glutamato se une con el receptor NMDA 
postsináptico, abre un conducto catiónico interno que permite 
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la entrada de iones Ca?* hacia la neurona postsináptica, lo que 
desencadena una cascada de cambios bioquímicos que conducen 
al fortalecimiento sináptico. Las sinapsis que experimentan LTP 
pueden transmitir estímulos más débiles e inducir respuestas 
más fuertes en las células postsinápticas. Se cree que estos cam- 
bios tienen una función importante cuando se aprende nueva in- 
formación o cuando se codifican recuerdos en los circuitos neu- 
ronales del cerebro. Cuando los animales de laboratorio se tratan 
con fármacos que inhiben la LTP, como los que interfieren con 
la actividad del receptor NMDA, se reduce mucho su capacidad 
para aprender información nueva. 

Hay muchas otras razones por las que el estudio de las si- 
napsis es tan importante. Por ejemplo, se cree que varias enfer- 
medades del sistema nervioso, como la miastenia grave, enferme- 
dad de Parkinson, esquizofrenia e incluso depresión, tienen sus 
orígenes en la disfunción sináptica. 


REVISIÓN 


1. ¿Qué es un potencial de reposo? ¿Cómo se establece 
como resultado del flujo iónico? 

2. ¿Qué es un potencial de acción? ¿Cuáles son los pasos 
que producen sus diversas fases? 

3. ¿Cómo se propaga un potencial de acción a lo largo 
de un axón? ¿Qué es la conducción saltatoria y cómo 
ocurre este proceso? 

4. ¿Cuál es la función de la vaina de mielina en la 
conducción de un impulso? 

5. Describa los pasos desde el momento que un impulso 
llega al botón terminal de una neurona presináptica y el 
inicio de un potencial de acción en la célula postsináptica. 

6. Compare las funciones de las bombas iónicas y los 
conductos iónicos para establecer y usar los gradientes 
iónicos, en especial su aplicación a las células nerviosas. 


VÍAS EXPERIMENTALES 


El receptor para acetilcolina 


En 1843, a la edad de 30 años, Claude Bernard se mudó de un pequeño 
pueblo francés, donde había sido farmacéutico y aspirante a dramatur- 
go, a París, donde planeaba seguir su carrera literaria. En lugar de eso, 
Bernard se inscribió en la escuela de medicina y llegó a convertirse en el 
principal fisiólogo del siglo x1x. Entre sus múltiples intereses estaba 
el mecanismo por el cual los nervios estimulan la contracción de los 
músculos esqueléticos. Sus estudios incluyeron el uso de curare, un fár- 
maco muy tóxico aislado de plantas tropicales y utilizado durante siglos 
por los cazadores nativos sudamericanos para preparar dardos veneno- 
sos. Bernard encontró que el curare paralizaba un músculo esquelético 
sin interferir con la capacidad de los nervios para transmitir impulsos a 
ese músculo ni la capacidad del músculo para contraerse con la estimu- 
lación directa; concluyó que el curare actuaba de alguna manera en la 
región de contacto entre el nervio y el músculo. 

John Langley, un fisiólogo de la Cambridge University confirmó y 
amplió esta conclusión. Langley estudiaba la capacidad de la nicotina, 
otra sustancia de origen vegetal, para estimular la contracción de múscu- 
los esqueléticos de rana aislados, y el efecto del curare para inhibir el 
efecto de la nicotina. En 1906, Langley concluyó que “el impulso ner- 
vioso no pasa de un nervio a un músculo mediante una descarga eléc- 
trica, sino por la secreción de una sustancia especial en la terminación 
del nervio”.* Langley propuso que este “transmisor químico” se unía con 
una “sustancia receptora” en la superficie de las células musculares, el 
mismo sitio donde se unían la nicotina y el curare. Éstas resultaron pro- 
puestas con gran visión a futuro. 

La sugerencia de Langley de que el estímulo del nervio al músculo 
se transmitía por una sustancia química se confirmó en 1921 con un 
ingenioso experimento del fisiólogo austriaco Otto Loewi, cuyo diseño 
le llegó a Loewi durante un sueño. La frecuencia cardiaca de un verte- 
brado está regulada por señales de dos nervios opuestos (antagonistas). 
Loewi aisló el corazón de una rana con ambos nervios intactos. Cuando 
estimuló el nervio inhibidor (vago), se liberó una sustancia de la prepa- 
ración del corazón a una solución salina, y se permitió que ésta drenara 
al medio que bañaba un segundo corazón aislado. La frecuencia del 
segundo corazón disminuyó en forma drástica, como si se hubiera acti- 
vado su propio nervio inhibidor.? Loewi llamó a la sustancia inhibidora 


del corazón de rana “Vagusstoff . Unos años después, Loewi había de- 
mostrado que las propiedades químicas y fisiológicas de Vagusstoff eran 
idénticas a las de la acetilcolina, y concluyó que la acetilcolina (ACh) era 
la sustancia liberada por las puntas de las células nerviosas que confor- 
maban el nervio vago. 

En 1937, David Nachmansohn, un neurofisiólogo de la Sorbona, 
visitaba la Feria Mundial en París cuando observó varios peces eléctri- 
cos vivos de la especie Torpedo marmarota que estaban en exhibición. 
Estas rayas tienen órganos eléctricos que aplican fuertes choques eléc- 
tricos (40 a 60 voltios) capaces de matar a una presa potencial. En ese 
momento, Nachmansohn estudiaba la enzima acetilcolinesterasa, que 
destruye la ACh después de su liberación de las puntas de los nervios 
motores. Nachmansohn estaba consciente de que los órganos eléctricos 
de estos peces provienen de tejido muscular esquelético modificado (fig. 
1) y preguntó si podía tener un par de los peces para estudio una vez que 
la feria terminara. Los resultados de la primera prueba mostraron 
que el órgano eléctrico era una fuente extraordinariamente rica de ace- 
tilcolinesterasa.? Al igual también lo era del receptor nicotínico para 
acetilcolina (nACHR),* el receptor presente en las membranas postsi- 
nápticas de las células musculares esqueléticas que se une con las mo- 
léculas de ACh liberadas de las puntas de un nervio motor. El hallazgo 
de un sistema ideal puede ser invaluable para el estudio de un aspecto 
particular de la estructura o función celulares. Como resultará evidente 


con esta descripción, los órganos eléctricos de los peces han sido la única 
fuente de material para el estudio del nAChR. 


“El receptor se describe como nicotínico porque puede activarse por nicotina y 
por acetilcolina. Esto contrasta con los receptores muscarínicos para acetilcolina 
de las sinapsis nerviosas parasimpáticas, que pueden activarse con muscarina, 
pero no con nicotina, y se inhiben con atropina, no con curare. El cuerpo de 
los fumadores se acostumbra a niveles altos de nicotina y presentan síntomas 
de abstinencia cuando suspenden el consumo de tabaco porque las neuronas 
postsinápticas que tienen nAChR ya no están estimuladas a su nivel usual. El 
fármaco vareniclina, que se vende como auxiliar para dejar de fumar, se une 
con la versión más frecuente de nAChR cerebral (uno con subunidades a.482). 
Una vez unida, la molécula de vareniclina estimula en forma parcial al receptor 
mientras impide la unión de la nicotina. 
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FIGURA 1 Los órganos eléctricos del Torpedo consisten en pilas de unio- 
nes neuromusculares modificadas situadas a ambos lados del cuerpo. 
(Tomana DE Z. W. HALL, An INTRODUCTION TO NEUROBIOLOGY, SIN- 
AUER ÅSSOCIATES, INC., SUNDERLAND, MA O 1992.) 


El nAChR es una proteína integral de la membrana y no fue sino 
hasta los años 1970 que se desarrollaron las técnicas para el aislamiento 
de tales proteínas. Como se explica en el capítulo 18, la purificación de 
una proteína particular requiere un ensayo adecuado para determinar la 
cantidad de proteína presente en alguna fracción particular. El ensayo 
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ideal para nAChR fue un compuesto que se une en forma selectiva y 
estrecha con esta proteína particular. Chen-Yuan Lee et al. descubrieron 
este compuesto en 1963 en la National Taiwan University. El compues- 
to era la bungarotoxina a, una sustancia presente en el veneno de una 
serpiente de Taiwán. La bungarotoxina a. causa parálisis mediante la 
unión estrecha con los nACHR de la membrana postsináptica de las 
células musculares esqueléticas, lo que bloquea la respuesta del músculo 
a la acetilcolina. 

Equipados con bungarotoxina a para usarla en este ensayo, los ór- 
ganos eléctricos como fuente y un detergente capaz de solubilizar las 
proteínas de membrana, varios investigadores pudieron aislar los recep- 
tores para acetilcolina en el decenio de 1970. En uno de estos estudios,” 
las membranas que contenían nACHR se aislaron mediante homoge- 
neización de los órganos eléctricos en una licuadora y centrifugación de 
la suspensión para formar pelotillas con los fragmentos de membrana. 
Las proteínas de membrana se extrajeron de los fragmentos de mem- 
brana con Tritón X-100 (pág. 129) y la mezcla se pasó por una columna 
que contenía cuentas diminutas cubiertas con un compuesto sintético 
cuyo extremo tiene un parecido estructural con ACh (fig. 2a). Confor- 
me la mezcla de proteínas disueltas pasó por la columna, dos proteínas 
que tienen sitios de unión para acetilcolina, nACHR y acetilcolinesterasa 
(ACHE), se adhirieron a las cuentas. El 90% restante de la proteína del 
extracto no se unió con las cuentas, tan sólo pasó por la columna y se 
recolectó (fig. 24). Una vez que había pasado este grupo de proteínas, 
se pasó una solución de galamina 107? M por la columna, lo cual eli- 
minó en forma selectiva el nAChR de las cuentas y dejó la AChE. Con 
este procedimiento se purificó el receptor para acetilcolina mediante la 
unión con bungarotoxina más de 150 veces en un solo paso. Este tipo 


FIGURA 2 Pasos aplicados en el aislamiento 
de nAChR. (a) Estructura de un compuesto 
sintético, CT5263, que se unió con cuentas 
de sefarosa para formar una columna de 
afinidad. Los extremos del compuesto que 
se proyectan desde las cuentas se parecen a 
la acetilcolina, lo que hace que la acetilco- 
linesterasa (ACHE) y el receptor nicotínico 
para acetilcolina (nAChR) se unan con las 
cuentas. (4) Cuando el extracto con Tritón 
X-100 se pasó por la columna, ambas proteí- 
nas de unión con acetilcolina se adhirieron a 
las cuentas, mientras que la proteína disuelta 
restante (casi 90% de la proteína total del ex- 
tracto) pasaba directamente por la columna. 
El paso ulterior de una solución de galami- 
na 107? M por la columna liberó el nAChR 
unido sin alterar la AChE unida (que luego 
se deslavó con NaCl 1M). (Tomana DE R. 
W. Orsen, J.-C. Meunter, Y J.-P. CHAN- 
GEUX, FEBS Lerr. 28:99, 1972.) 
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de procedimiento se conoce como cromatografía por afinidad y se usa a 
menudo como se indica en la sección 18.7. 

El siguiente paso fue determinar algo sobre la estructura del recep- 
tor para acetilcolina. Los estudios en el laboratorio de Arthur Karlin en 
Columbia University determinaron que nAChR era un pentámero, una 
proteína consistente en cinco subunidades. Cada receptor contenía dos 
copias de una subunidad llamada a: y una copia de tres subunidades más. 
Las subunidades podían distinguirse mediante la extracción de proteí- 
nas de membrana en Tritón X-100, purificación de nAChR mediante 
cromatografía por afinidad para luego someter la proteína purificada a 
electroforesis a través de un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE, como 
se explica en la sección 18.7), que separa los polipéptidos individuales 
según el tamaño (fig. 3).2 Las cuatro subunidades diferentes resultaron 
homólogas entre sí, cada subunidad contenía cuatro hélices transmem- 
brana homólogas (M1 a M4). 

Otro hito en el estudio de nACHR fue la demostración de que el 
receptor purificado actuaba tanto como sitio para unión con ACh, como 
conducto para el paso de cationes. Años antes, Jean-Pierre Changeux 
del Instituto Pasteur de París había postulado que la unión de ACh 
con el receptor producía un cambio en la conformación que abría un 
conducto iónico dentro de la proteína. El flujo entrante de iones Na* a 
través del conducto podía entonces despolarizar la membrana celular y 
activar a la célula muscular. Durante la segunda mitad de los años 1970, 
Changeux et al., tuvieron éxito para incorporar moléculas purificadas 
de nAChR en vesículas lipídicas artificiales.” Con las vesículas que con- 
tenían varias concentraciones de iones sodio y potasio marcados, de- 
mostraron que la unión de ACh con los receptores en la bicapa lipídica 
iniciaba el flujo de cationes a través de la “membrana”. Resultó evidente 
que “la proteína pura no contiene todos los elementos estructurales ne- 
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FIGURA 3 La parte superior de la figura muestra un gel SDS-poliacrila- 
mida después de la electroforesis de una preparación de nAChR purifi- 
cado. El receptor consiste en cuatro subunidades diferentes cuyos pesos 
moleculares están indicados antes de la electroforesis, la preparación de 
receptor purificado se incubó con un compuesto radiactivo ("H-MBTA) 
que se parece a la acetilcolina y se une con el sitio de unión para acetilco- 
lina del nACHR. Después de la electroforesis, el gel se preparó en cortes 
de 1 mm de espesor y se midió la radiactividad de cada corte. Toda la 
radiactividad estaba limitada a la subunidad de 39000 Da, lo que indica 
que esta subunidad contiene el sitio de unión para ACh. La línea pun- 
teada indica la absorbancia de luz de cada fracción, lo que proporciona 
una medida de la cantidad total de proteína presente en esa fracción. Las 
alturas de los picos proporcionan una medida de las cantidades relativas 
de las subunidades en la proteína. Todas las subunidades se encuentran 
en iguales cantidades, excepto la subunidad más pequeña (subunidad a, 
que contiene el sitio de unión para ACh), que se encuentra en el doble 
de número de copias. (Tomana DE C. L. We1LL, M. G. McNamez, Y A. 
Karin, Brocuem. Brormys. Res. Commun. 61:1002, 1974.) 


cesarios para la transmisión química de una señal eléctrica, o sea un sitio 
para unión con acetilcolina, un conducto iónico y un mecanismo para 
acoplar la actividad de ambos”. 

Durante los últimos 20 años, los investigadores se han enfocado 
en identificar la estructura del nAChR y el mecanismo por el cual la 
unión de acetilcolina induce la abertura de la compuerta iónica. El aná- 
lisis de la estructura ha tomado varios caminos distintos. En una de las 
estrategias, los científicos usaron genes purificados, determinación de la 
secuencia de aminoácidos y mutagénesis dirigida a un sitio para iden- 
tificar las distintas partes de los polipéptidos que cruzan la membrana, 
unirse con el neurotransmisor o formar el conducto iónico. En principio, 
estos estudios no cristalográficos sobre la anatomía molecular de una 
proteína son similares a los descritos en la sección 4.4. 

Otra estrategia utilizó el microscopio electrónico. Las primeras 
observaciones del nAChR se realizaron en micrografías electrónicas de 
las membranas de los órganos eléctricos (fig. 4). Los receptores pare- 
cían tener forma anular, con diámetro de 8 nm y un conducto central 
de 2 nm de diámetro, y sobresalían de la bicapa lipídica hacia el espa- 
cio externo. Nigel Unwin et al., del Medical Research Council of England 
habían desarrollado un modelo cada vez más detallado del nAChR.*8 
Con la técnica de cristalografía electrónica (sección 18.8) que implica un 
análisis matemático de micrografías electrónicas de membranas conge- 
ladas de órganos eléctricos, Unwin fue capaz de analizar la estructura de 
nAChR tal como se encuentra en su ambiente lipídico nativo. Describió 
la disposición de cinco subunidades alrededor de un conducto central 
(fig. 5). El conducto iónico consiste en un poro estrecho recubierto por 
una pared formada por cinco hélices a: internas (M2), de cada una de 
las subunidades circundantes. La compuerta del poro se encuentra cerca 
de la parte intermedia de la membrana, donde cada una de las hélices a 
M2 se dobla hacia dentro (en el vértice de las barras con forma de V en 
la fig. 5a) para formar un doblez en el receptor no activado. La cadena 
lateral de un residuo de leucina se proyecta al interior desde cada doblez. 
En este modelo, los residuos de leucina de las cinco hélices internas 
forman un anillo hidrófobo estrecho que impide el cruce de iones por la 
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FIGURA 4 Micrografía electrónica de membranas ricas en receptor con 
tinción negativa del órgano eléctrico de un pez eléctrico que muestra la 
disposición densa de las moléculas de nAChR. Cada molécula de recep- 
tor se ve como un pequeño círculo blanquecino con un punto negro di- 
minuto en el centro; el punto corresponde al conducto central, que tiene 
tinción densa electrónica reunida. (TOMADA DE WERNER SCHIEBLER Y 
FerDINAND Hucho, Eur. J. BrocHem. 85:58, 1978.) 


FIGURA 5 (a) Un mapa de 
densidad electrónica de un 
corte a través del nAChR 
obtenido mediante el análi- 
sis de micrografías electró- 
nicas de cristales tubulares 
de membranas de Torpedo 
incrustadas en hielo. Estos 
análisis permitieron a los in- 
vestigadores reconstruir la 
apariencia tridimensional 
de una proteína nAChR 
individual tal como se en- 
cuentra dentro de la mem- 
brana. Los contornos con- 
tinuos indican líneas de 
densidad similar mayor a la 
del agua. Las dos líneas os- 
curas en forma de barrotes 
representan las dos hélices 
a que recubren el conducto 
en su punto más estrecho. (a) 

(2) Diagrama esquemático 

de nAChR que muestra la disposición de las subunidades y una represen- 
tación transversal de la proteína. Cada una de las cinco subunidades con- 
tiene cuatro hélices que cruzan la membrana (M1 a M4). De éstas, sólo 
la hélice interna (M2) recubre el poro y es el tema del resto de la revisión. 


membrana. La compuerta se abre después de la unión de dos moléculas 
de ACh, una por cada subunidad a. Cada ACh se une a un sitio ubicado 
dentro de un saco de una subunidad a (fig. 50). 

Para estudiar los cambios en el nAChR durante la abertura del 
conducto, Unwin realizó el experimento siguiente." Se aplicaron pre- 
paraciones de membranas ricas en nAChR a una rejilla de soporte y se 
permitió que ésta cayera en un baño de etano enfriado con nitrógeno 
líquido, que congela las membranas. Unos 5 ms antes de que alcanzaran 
la superficie del baño congelante, las rejillas se rociaron con una solución 
de ACh, que se unió con los receptores e inició el cambio en la confor- 
mación necesario para abrir el conducto. Al comparar las micrografías 
electrónicas de nAChR atrapado en estado abierto y cerrado, Unwin 
encontró que la unión de ACh desencadena un pequeño cambio en la 
conformación de los dominios extracelulares de las subunidades del re- 
ceptor cerca de dos sitios de unión de ACh. Según el modelo presentado 
en la figura 6, este cambio en la conformación se propaga por la proteína 
y produce una pequeña rotación (15°) de las hélices M2 que recubren el 
poro de conducción iónica. La rotación de estas hélices internas rompe 
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(a: TOMADA DE N. Unwin, J. Mo. Bior. 229;1118, 1993, COPYRIGHT 
1993, CON AUTORIZACIÓN DE PUBLISHER ACADEMIC PrEss, ELSEVIER 
SCIENCE.) 


la compuerta hidrófoba, lo que permite que los iones Na* entren a la 
célula.!?13 Otros laboratorios han propuesto otros modelos para la aber- 
tura del conducto y es probable que una declaración más definitiva sobre 
el mecanismo de abertura y cierre requiera una estructura cristalina de 
rayos X de alta resolución de la proteína, tanto en estado abierto como 
cerrado. Pueden encontrarse revisiones sobre varios modelos y las bases 
de cada uno en las referencias 14 a 16. 


FIGURA 6 Dibujos de listón que ilustran los cambios propuestos que 
ocurren en el nACHR con la unión de acetilcolina. Sólo se muestran 
las dos subunidades a del receptor. En el estado cerrado (izquierda) el 
poro está bloqueado (parche rosa) por la aposición estrecha de un anillo 
de residuos hidrófobos (las cadenas laterales de valina y leucina de estos 
residuos en las subunidades a: están indicados por los pequeños modelos 
de esferas y barras en el sitio de estrechamiento del poro). El diámetro 
del poro en su punto más angosto es de unos 6 Á, que no es suficiente 
para que pase un ion Na* hidratado. Aunque es lo bastante amplio para 
que pase el ion Na* deshidratado, la pared del conducto carece de los 
grupos polares que se necesitarían para sustituir la cubierta desplazada 
de moléculas de agua (como ocurre en el filtro de selectividad del con- 
ducto de K*, fig. 4-39). Una cadena lateral de triptófano en los dominios 
citoplásmicos de las subunidades indica el sitio aproximado de unión de 
la acetilcolina. Después de la unión del ligando con cada dominio cito- 
plásmico (que consiste sobre todo en hojas B), se propuso un cambio en 
la conformación que produce una ligera rotación de las hojas B internas 
en el dominio citoplásmico (fechas curvas de la figura izquierda). A 
su vez, esto induce un movimiento de rotación de las hélices internas 
transmembrana de las subunidades, lo que amplía el diámetro del poro 
y permite el flujo de iones Na* por el estado abierto del conducto (dere- 
cha). Las partes móviles relevantes se muestran en azul. (Tomana DE N. 
Unwin, FEBS Lerr. 555:94, 2003, COPYRIGHT 2003, CON AUTORIZA- 
CIÓN DE ELSEVIER SCIENCE.) 


170 Capítulo 4 LA ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DE LA MEMBRANA PLASMÁTICA 


Referencias 


1. LancLey, J. N. 1906. On nerve endings and on special excitable sub- 
stances in cells. Proc. R. Soc. London B Biol. Sci. 78:170-194. 


2. Loew1, O. 1921. Uber humorale ubertragbarkeit der herznerven- 
wirkung. Pflugers Arch. 214:239-242. (A review of Loewi's work written 
by him in English can be found in Harvey Lect. 28:218-233, 1933.) 


3. Marnay, A. 1937. Cholinesterase dans l'organe électrique de la torpille. 
Compte Rend. 126:573-574. (A review of Nachmansohn's work written 
in English can be found in his book, Chemical and Molecular Basis of 
Nerve Action, 2nd ed., Academic Press, 1975.) 


4. Cuang, C. C. & Lere, C.-Y. 1963. Isolation of the neurotoxins from 
the venom of Bungarus multicinctus and their modes of neuromuscular 
blocking action. Arch. Int. Pharmacodyn. Ther. 144:241-257. 

5. Orsen, R. W., Meunier, J. C., & CHANGEUX, J. P. 1972. Progress in 
the purification of the cholinergic receptor protein from Electrophorus 
electricus by affinity chromatography. FEBS Lett. 28:96-100. 

6. Wer, C. L., McNamr, M. G., & Karın, A. 1974. Affinity-labeling 
of purified acetylcholine receptor from Torpedo californica. Biochem. Bio- 
phys. Res. Commun. 61:997-1003. 

7. Poror, J. L., CARTAUD, J., & CHanGEux, J.-P. 1981. Reconstitution of a 
functional acetylcholine receptor. Eur. J. Biochem. 118:203-214. 


8. ScHIEBLER, W. & Hucho, F. 1978. Membranes rich in acetylcholine 
receptor: Characterization and reconstitution to excitable membranes 


from exogenous lipids. Eur. J. Biochem. 85:55-63. 


9. Brisson, A. & Unwin, N. 1984. Tubular crystals of acetylcholine recep- 
tor. J. Cell Biol. 99:1202-1211. 


10. Unwxn, N. 1993. Acetylcholine receptor at 9 Á resolution. J. Mol. Biol. 
229:1101-1124. 

11. Unwin, N. 1995. Acetylcholine receptor channel imaged in the open 
state. Nature 373:37-43. 

12. Miyazawa, A., FujiyosH1, Y. & Unwin, N. 2003. Structure and gating 
mechanism of the acetylcholine receptor pore. Nature 423:949-955. 

13. Unwin, N. 2005. Refined structure of the nicotinic acetylcholine recep- 
tor at 4.0 Å resolution. J. Mol. Biol. 346:967-989. 

14. Corry, B. 2006. An energy-efficient gating mechanism in the acetyl- 
choline receptor channel suggested by molecular and brownian dynam- 
ics. Biophys. J. 90:799-810. 

15. Cymes, G. D. & Grosman, C. 2008. Pore-opening mechanism of 
the nicotinic acetylcholine receptor evinced by proton transfer. Nature 


Struct. Mol. Biol. 15:389-396. 


16. CHanGEUx, J.-P. 8 Tay, A. 2008. Nicotinic receptors, allosteric pro- 
teins and medicine. Trends. Mol. Med. 14:93-102. 


SINOPSIS 


Las membranas plasmáticas son estructuras notablemente delga- 
das y delicadas, pero tienen una función clave en muchas de las 
funciones más importantes de la célula. La membrana plasmática 
separa a la célula viva de su ambiente; representa una barrera con 
permeabilidad selectiva que permite el intercambio de ciertas sus- 
tancias al tiempo que impide el paso de otras; contiene la maquinaria 
que transporta sustancias de un lado de la membrana al otro; con- 
tiene receptores que se unen con ligandos específicos en el espacio 
externo y relevan la información a los compartimientos internos de 
la célula; media las interacciones con otras células; proporciona un 
marco de trabajo en el que pueden organizarse los componentes; es 
un sitio en el que la energía se transduce de un tipo a otro (pág. 117). 


Las membranas son ensambles de lípido y proteína en el que los 
componentes se mantienen unidos en una hoja delgada median- 
te enlaces no covalentes. La membrana se mantiene unida como 
una hoja cohesiva mediante una bicapa lipídica consistente en una 
capa bimolecular de lípidos anfipáticos cuyos grupos cabeza pola- 
res se dirigen hacia fuera y las colas grasas acilo hidrófobas se diri- 
gen al interior. Entre los lípidos se incluyen fosfoglicéridos, como la 
fosfatidilcolina; lípidos basados en esfingosina, como el fosfolípido 
esfingomielina y los cerebrósidos y gangliósidos que contienen car- 
bohidratos (glucolípidos), y colesterol. Las proteínas de la membrana 
pueden dividirse en tres grupos: proteínas integrales que penetran y 
cruzan la bicapa lipídica, con porciones expuestas en ambas superficies 
de la membrana, citoplásmica y extracelular; proteínas periféricas que 
están completas fuera de la bicapa lipídica, pero que tienen enlaces no 
covalentes con los grupos cabeza polares de la bicapa lipídica o con la 
superficie de una proteína integral, y proteínas ancladas a los lípidos 
que están fuera de la bicapa lipídica, pero con enlaces covalentes con 
un lípido que forma parte de la bicapa. Los segmentos transmembra- 
na de las proteínas integrales casi siempre se encuentran como hélice 


a, formadas sobre todo por residuos hidrófobos (pág. 122). 


Las membranas son estructuras muy asimétricas cuyas dos hojas 
tienen propiedades muy diferentes. Como ejemplos, todas las ca- 
denas de carbohidratos de la membrana están dirigidas al lado con- 


trario al citosol; muchas de las proteínas integrales tienen sitios en su 
superficie externa que interactúan con ligandos extracelulares, y sitios 
en la superficie interna que interactúan con proteínas periféricas que 
forman parte del esqueleto interno de la membrana; además, el conte- 
nido de fosfolípido de las dos mitades de la bicapa es muy asimétrico. 
La mejor forma de revelar la organización de las proteínas dentro de 
la membrana es con réplicas de fractura congelada, en la que las células 
se congelan, sus membranas se dividen por el centro de la bicapa me- 
diante un plano de fractura, y las caras internas expuestas se visualizan 
mediante el desarrollo de una réplica metálica (pág. 125). 


El estado físico de la bicapa lipídica tiene consecuencias importan- 
tes para la movilidad lateral de los fosfolípidos y las proteínas inte- 
grales. La viscosidad de la bicapa y la temperatura a la que presenta la 
transición de fase dependen del grado de insaturación y de la longitud 
de las cadenas grasas acilo de los fosfolípidos. El mantenimiento de 
una membrana fluida es importante para muchas actividades celula- 
res, como la transducción de señales, división celular y formación de 
regiones de membrana especializadas. La difusión lateral de proteí- 
nas dentro de la membrana se demostró por primera vez mediante la 
fusión celular y puede cuantificarse con técnicas que siguen los mo- 
vimientos de las proteínas marcadas con compuestos fluorescentes o 
marcadores densos en electrones. La medición de los coeficientes de 
difusión de las proteínas integrales sugiere que la mayoría está sujeta a 
influencias limitantes que inhiben su movilidad. Las proteínas pueden 
restringirse por la relación con otras proteínas integrales o con proteí- 
nas periféricas situadas en la superficie de la membrana. A causa de 
estos tipos diversos de restricciones, las membranas alcanzan un grado 
considerable de estabilidad organizacional en la que se distinguen re- 
giones particulares de la membrana (pág. 133). 


La membrana plasmática del eritrocito contiene dos proteínas in- 
tegrales principales, banda 3 y glucoforina A, así como un esque- 
leto interno bien definido formado por proteínas periféricas. Cada 
subunidad de banda 3 cruza la membrana al menos una docena de 
veces y contiene un conducto interno por el cual se intercambian iones 


bicarbonato y cloro. La glucoforina A es una proteína muy glucosila- 
da de función desconocida que tiene un solo dominio transmembrana 
consistente en una hélice a hidrófoba. El principal componente del es- 
queleto de la membrana es la proteína fibrosa espectrina, que interactúa 
con otras proteínas periféricas para brindar soporte a la membrana y 
limitar la difusión de sus proteínas integrales (pág. 140). 


La membrana plasmática es una barrera con permeabilidad se- 
lectiva que permite el paso de solutos por varios mecanismos, 
incluida la difusión simple por la bicapa lipídica o conductos de 
membrana, difusión facilitada y transporte activo. La difusión es 
un proceso independiente de energía en el que un soluto se desplaza 
en favor de un gradiente electroquímico, lo que disipa la energía 
libre almacenada en el gradiente. Los pequeños solutos inorgánicos, 
como O,, CO, y H,O, penetran con facilidad la bicapa lipídica, al 
igual que los solutos con grandes coeficientes de partición (alta so- 
lubilidad en lípidos). Los iones y los solutos orgánicos polares, como 
los azúcares y aminoácidos, requieren transportadores especiales 


para entrar o salir de la célula (pág. 143). 


El agua se mueve por ósmosis a través de la membrana plasmá- 
tica semipermeable de una región de menor concentración del 
soluto (el compartimiento hipotónico) a una región con mayor 
concentración de soluto (el compartimiento hipertónico). La 
ósmosis tiene una función clave en muchas actividades fisiológicas. 
Por ejemplo, en las plantas la entrada de agua genera la presión de 
turgencia contra la pared celular que ayuda a sostener los tejidos no 
leñosos (pág. 144). 

Los iones difunden a través de la membrana plasmática median- 
te conductos especiales recubiertos con proteína que a menudo 
son específicos para iones particulares. Los conductos iónicos casi 
siempre tienen una compuerta y se controlan por voltaje o por ligan- 
dos químicos, como neurotransmisores. El análisis de un conducto 
iónico bacteriano (KcsA) reveló cómo los átomos de oxígeno de la 
columna del polipéptido son capaces de remplazar las moléculas de 
agua que en condiciones normales se relacionan con iones K*, lo 
que permite que la proteína conduzca iones K* de manera selecti- 
va a través de su conducto central. Los conductos de K* activados 
por voltaje contienen un segmento helicoidal cargado que se mueve 
como respuesta al voltaje de la membrana, lo que produce la abertura 
o cierre de la compuerta (pág. 146). 


La difusión facilitada y el transporte activo implican a las proteí- 
nas integrales de la membrana que se combinan de manera espe- 
cífica con el soluto a transportar. Los transportadores facilitado- 
res actúan sin el aporte de energía y desplazan solutos en favor de 
un gradiente de concentración en ambas direcciones a través de la 
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membrana. Se cree que actúan mediante un cambio en la conforma- 
ción, que expone en forma alternada el sitio de unión con el soluto 
a ambos lados de la membrana. El transportador de la glucosa es 
un transportador facilitador cuya presencia en la membrana plas- 
mática se estimula con el aumento en la concentración de insulina. 
Los transportadores activos requieren el aporte de energía y mueven 
iones y solutos contra un gradiente de concentración. Los transpor- 
tadores tipo P, como la Na*/K*-AT'P-asa, se impulsan por la trans- 
ferencia de un grupo fosfato del ATP al transportador, lo que cambia 
su afinidad por el ion transportado. Los sistemas de transporte activo 
secundario conducen la energía almacenada en un gradiente iónico 
al transporte de un segundo soluto contra un gradiente. Por ejemplo, 
el transporte activo de la glucosa a través de la superficie apical de 
una célula epitelial intestinal está impulsado por el cotransporte 
de Na* en favor de su gradiente electroquímico (pág. 152.) 


El potencial de reposo a través de la membrana plasmática se debe 
en gran medida a la permeabilidad limitada de la membrana al K+ 
y experimenta un gran cambio. El potencial de reposo de una típica 
célula nerviosa o muscular es cercano a —70 mV (interior negativo). 
Cuando la membrana de una célula excitable se despolariza después 
de un valor umbral, se inician fenómenos que conducen a la abertura 
de los conductos regulados de Na* y la entrada de Na*, medida 
como el inverso del voltaje a través de la membrana. Unos milise- 
gundos después de su abertura, las compuertas de Na* se cierran y 
los conductos regulados de K* se abren, lo que produce salida de K* 
y restauración del potencial de reposo. La serie de cambios drásticos 
en el potencial de membrana después de la despolarización consti- 
tuye un potencial de acción (pág. 159). 

Una vez que se inicia el potencial de acción, se propaga por sí solo. 
Los potenciales de acción se propagan porque la despolarización 
que acompaña al potencial de acción en un sitio de la membrana 
es suficiente para despolarizar a la membrana adyacente, lo que ini- 
cia un potencial de acción en ese sitio. En un axón mielinizado, un 
potencial de acción en un nodo de la vaina es capaz de despolarizar 
la membrana en el nodo siguiente, lo que permite que el potencial 
de acción salte rápidamente de un nodo a otro. Cuando el potencial de 
acción llega a los botones terminales de un axón, las compuertas 
para calcio que hay en la membrana plasmática se abren, eso permi- 
te la entrada de Ca?* que desencadena la fusión de las membranas 
de vesículas secretoras que contienen neurotransmisor con la mem- 
brana plasmática próxima. El neurotransmisor difunde a través de 
la hendidura sináptica y se une con los receptores en la membrana 
postsináptica, lo que induce la despolarización o hiperpolarización 


de la célula blanco (pág. 162). 


PREGUNTAS ANALÍTICAS 


1. ¿Qué tipos de proteínas integrales esperaría que residieran en 
la membrana plasmática de una célula epitelial que estarían au- 
sentes de la de un eritrocito? ¿Cómo se relacionan esas diferen- 
cias con las actividades de estas células? 


2. Muchos tipos de células tienen receptores que se unen con 
hormonas esteroideas, que son moléculas liposolubles. ¿En qué 
parte de la célula cree que podrían encontrarse estos receptores? 
¿En qué parte de la célula esperaría que estuviera el receptor 
para insulina? ¿Por qué? 

3. Cuando se publicó por primera vez la apariencia trilaminar de la 
membrana plasmática, las imágenes (p. ej., fig. 4-14), se tomaron 
como evidencia para apoyar el modelo de Davson-Danielli de la 
estructura de la membrana plasmática. ¿Por qué cree que estas 
micrografías podrían haberse interpretado de esta forma? 


4. Suponga que planea usar liposomas en un intento para llevar fár- 
macos a un tipo particular de célula del cuerpo, por ejemplo una 


célula adiposa o muscular. ¿Hay alguna forma en la que pudiera 
construir un liposoma para aumentar la especificidad de su blanco? 


5. ¿Cómo es que a diferencia de polisacáridos como el almidón y 
el glucógeno, los oligosacáridos de la superficie de la membrana 
plasmática pueden participar en interacciones específicas? ¿Cómo 
se ilustra esta característica mediante la determinación del tipo 
sanguíneo de una persona antes de recibir una transfusión? 


6. La tripsina es una enzima que puede digerir las porciones hi- 
drofílicas de las proteínas de membrana, pero es incapaz de 
penetrar la bicapa lipídica e ingresar a una célula. Por estas pro- 
piedades, la tripsina se ha usado junto con SDS-PAGE para 
determinar cuáles proteínas tienen un dominio extracelular. 
Describa un experimento que utilice tripsina para determinar 
la lateralidad de las proteínas de la membrana eritrocítica. 


7. Observe la micrografía electrónica de barrido de los eritrocitos 
en la figura 4-32a. Se dice que estas células, que están aplanadas 
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10. 


11. 


12. 


13. 


14. 


15. 


16. 


17. 


18. 


y tienen depresiones circulares a ambos lados, tienen forma bi- 
cóncava. ¿Cuál es la ventaja fisiológica de un eritrocito bicóncavo 
sobre una célula esférica con respecto a la captación de oxígeno? 


Supónga que cultivaba una población de bacterias a 15°C y 
luego eleva la temperatura del cultivo a 37°C. ¿Qué efecto cree 
que esto podría tener en la composición de ácidos grasos de 
la membrana?, ¿y en la temperatura de transición de la bicapa 
lipídica? ¿O en la actividad de las desaturasas de membrana? 


Al observar la figura 4-6, ¿cuáles lípidos esperaría que tuvieran 
la mayor velocidad de voltereta? ¿Cuáles la menor? ¿Por qué? 
y ¿ ¿ q 
Si se determinara en un experimento que la fosfatidilcolina en 
realidad presentaba la mayor velocidad de voltereta, ¿cómo po- 
dría explicarse este hallazgo? ¿Cómo esperaría que la velocidad 
p. 80: į pP q 

de voltereta de un fosfolípido se comparara con la de una pro- 
teína integral? ¿Por qué? 

¿Cuál es la diferencia entre una representación bidimensional 
y una tridimensional de una proteína de membrana? ¿Cómo se 
obtienen los distintos tipos de perfiles y cuál es más útil? ¿Por 
qué cree que hay tantas más proteínas con estructura bidimen- 
sional conocida? 


Si se fuera a inyectar un axón de calamar gigante con un volu- 
men diminuto de solución con NaCl 0.1 M y KC1 0.1 M, am- 
bos con iones Na* y K* con marca radiactiva, ¿cuál de los iones 
radiactivos esperaría que apareciera con mayor rapidez dentro 
de un medio de agua marina mientras la neurona permaneciera 
en reposo?, ¿y después de estimular a la neurona para que con- 
dujera varios potenciales de acción? 

Ha sido difícil aislar proteínas que tengan conductos de agua 
(acuaporinas) debido a la elevada difusión del agua a través de 
la bicapa lipídica. ¿Por qué dificultaría esto el aislamiento de la 
acuaporina? ¿Hay alguna forma en la que pudiera distinguirse 
la difusión del agua a través de la bicapa lipídica y no a través 
de las acuaporinas? La mejor estrategia para estudiar el com- 
portamiento de la acuaporina ha sido la expresión de los genes 
de acuaporina en los oocitos de rana. ¿Hay alguna razón por la 
que los oocitos de un anfibio que vive en un estanque sean tan 
adecuados para estos estudios? 


¡Por qué los coeficientes de difusión medidos para los lípidos 

¿ q P P 

dentro de las membranas tienden a ser más próximos a lo es- 
P 

perado para la difusión libre que los medidos para las proteínas 

integrales en las mismas membranas? 


Supónga que la membrana plasmática de una célula de pronto 
se vuelve permeable en la misma medida para el Na* y para 
el K*, y que ambos iones estaban presentes con un gradiente 
de concentración de la misma magnitud. ¿Esperaría que estos 
dos iones se desplazaran a través de la membrana a la misma 
velocidad? ¿Por qué? 

La mayoría de los invertebrados marinos no ganan ni pierden 
agua por ósmosis, mientras que la mayoría de los vertebrados 
marinos presentan pérdida de agua continua en su ambiente 
rico en sal. Especule sobre la razón de esta diferencia y cómo 
podría reflejar las distintas vías de evolución de ambos grupos. 


¿Cómo esperaría que fueran las concentraciones de soluto den- 
tro de una célula vegetal en comparación con las de los líquidos 
extracelulares? ¿Esperaría que ocurriera lo mismo con las célu- 
las de un animal? 


¿Cuál sería la consecuencia de la conducción de impulsos si los 
conductos de Na* pudieran reabrirse de inmediato luego de 
cerrarse durante un potencial de acción? 


¿Cuál sería el valor del potencial de equilibrio del potasio si la 
concentración externa de K* fuera 200 mM y la concentración 


interna fuera 10 mM a 25°C? ¿Y a 37°C? 


19. 


20. 


Como se explica en la página 158, el cotransportador de Na*/ 
glucosa traslada dos iones Na* por cada molécula de glucosa. 
¿Qué ocurriría si esta proporción fuera 1:1 y no 2:1? ¿Cómo 
afectaría esto a la concentración de glucosa contra la que pu- 
diera funcionar el cotransportador? 


Una proteína transmembrana casi siempre tiene las siguientes 
características: 1) la porción que cruza la bicapa de la membra- 
na tiene al menos 20 aminoácidos de largo, todos o casi todos 
residuos no polares; 2) la porción que fija la proteína en la cara 
externa tiene dos o más residuos acídicos consecutivos, y 3) la 
porción que fija la proteína a la cara citoplásmica tiene dos o 
más residuos alcalinos consecutivos. Considere la proteína 
transmembrana con la secuencia siguiente: 


NH,-MLSTGVKRKGAVLLILLFPWMVAGGPLFWLA 
ADESTYKGS-COOH 


21. 


22. 


23. 


24. 


25. 


Dibuje esta proteína como si estuviera en la membrana plas- 
mática. Asegúrese de marcar los extremos N- y C-, así como 
las caras internas y externas de la membrana. (El código de una 
sola letra para los aminoácidos se encuentra en la fig. 2-26.) 


Muchos invertebrados marinos, como el calamar, tienen lí- 
quido extracelular parecido al agua marina, por lo que tienen 
concentraciones iónicas intracelulares mucho mayores que los 
mamíferos. Para una neurona de calamar, las concentraciones 
lónicas son 


Concentración Concentración 
Lon intracelular extracelular 
K: 350 mM 10 mM 
Nat 40 mM 440 mM 
CI- 100 mM 560 mM 
Ca?* 2 Xx 10 *mM 10 mM 
pH 7.6 8.0 


Si el potencial en reposo de la membrana plasmática, Y, es 
—70 mV, ¿alguno de los iones está en equilibrio? ¿Qué tan lejos 
del equilibrio, en mV, está cada ion? ¿Cuál es la dirección del 
movimiento neto de cada ion a través de un conducto abierto 
permeable a ese ion? 


El potencial de membrana de una célula se determina por la 
permeabilidad relativa de la membrana a varios iones. Cuando 
la acetilcolina se une con sus receptores en la membrana mus- 
cular postsináptica, causa abertura masiva de conductos que 
tienen la misma permeabilidad para iones sodio y potasio. En 
estas condiciones, 


F = (Fe + UV noJ/2 


Si [K” nr] = 140 mM y [Nat en] = 10 mM para la célula 
muscular, y [Na*,,...] = 150 mM y [K”,,..,] = 5 mM, ¿cuál es 
el potencial de membrana de la unión neuromuscular de un 
músculo estimulado por la acetilcolina? 


Los dominios transmembrana consisten en hélices œ indivi- 
duales o una hoja B dispuesta en un barril. Luego de observar 
las figuras 2-30 y 2-31, ¿por qué una hélice a: es más adecuada 
para cruzar la bicapa que una sola cadena B? 


Al saber cómo el conducto de K* selecciona los iones K*, su- 

g 
giera un mecanismo por el cual el conducto de Na* puede se- 
leccionar este ion. 


¿Cómo compararía la velocidad de movimiento de los iones 
que pasan por un conducto con la de los iones transportados en 
forma activa por una bomba tipo P? ¿Por qué? 


La respiración aeróbica 
y la mitocondria 


5.1 Estructura y función de la mitocondria 


5.2 Metabolismo oxidativo en la 
mitocondria 


5.3 La función de la mitocondria en la 
formación de ATP 


5.4 Translocación de protones y 
establecimiento de una fuerza motriz 
para protones 

5.5 Mecanismos para la formación de ATP 

5.6 Peroxisomas 

Perspectiva humana: 


La función de los metabolismos 
anaeróbico y aeróbico en el ejercicio 


Enfermedades consecutivas a la 
función anormal de mitocondrias o 
peroxisomas 


urante los primeros 2000 millones de años de vida en la Tierra, la 

atmósfera estaba formada sobre todo con moléculas reducidas, como 

hidrógeno molecular (H,), amoniaco (NH) y H,O. En este periodo, el 
planeta estaba poblado por anaerobios; organismos que capturaban y utilizaban ener- 
gía mediante metabolismo independiente del oxígeno (anaeróbico), como la glucólisis 
y la fermentación (figs. 3-24 y 3-29). Luego, hace 2400 a 2700 millones de años, apa- 
recieron las cianobacterias, una nueva clase de organismo que realizaba un nuevo tipo 
de proceso fotosintético, uno en el que se dividían las moléculas de agua y se liberaba 
oxígeno molecular (O,). En algún punto después de la aparición de las cianobacterias, 
la atmósfera de la Tierra empezó a acumular cantidades significativas de oxígeno, lo 
que estableció la base para un cambio espectacular en los tipos de organismos que 
habitarían el planeta. 

Como se explicó en la página 34, el oxígeno molecular puede ser una sustancia 
muy tóxica, capta los electrones adicionales y reacciona con diversas moléculas biológi- 
cas. La presencia de oxígeno en la atmósfera debió ser un agente muy potente para la 
selección natural. Con el tiempo evolucionaron especies que no sólo estaban protegi- 
das de los efectos dañinos del oxígeno molecular, sino que tenían vías metabólicas que 
aprovechaban en buena medida esta molécula. Sin la capacidad para usar el oxígeno, 


Micrografía de un fibroblasto de mamífero fijado y teñido con anticuerpos fluorescentes que revela 
la distribución de las mitocondrias (verde) y los microtúbulos del citoesqueleto (rojo). Las mito- 
condrias se ven como una red extensa o retículo que ocupa gran parte de la célula. (TOMADA DE 
MichazL P. Yarre, UNIVERSITY OF CALIFORNIA, SAN DIEGO. REIMPRESA CON AUTORIZA- 
CIÓN DE SCIENCE 283:1493, 1999; © 1999, AMERICAN ASSOCIATION FOR THE ÁDVANCE- 
MENT OF SCIENCE.) 


173 


174 Capítulo 5 LA RESPIRACIÓN AERÓBICA Y LA MITOCONDRIA 


los organismos sólo podían extraer una cantidad limitada de 
energía de sus alimentos y excretaban productos ricos en ener- 
gía, como ácido láctico y etanol, que no podían metabolizar 
más. En cambio, los organismos que incorporaron O, en su me- 
tabolismo podían oxidar por completo estos compuestos hasta 
CO, y H,O; en este proceso se extraía un porcentaje mucho 
mayor de su contenido energético. Estos organismos que se vol- 
vieron dependientes del oxígeno fueron los primeros aerobios 
de la Tierra y al final dieron origen a todas las especies proca- 
riotas y eucariotas dependientes de oxígeno que existen hoy en 
día. En los eucariotas, la utilización de oxígeno como medio de 
extracción de energía ocurre en un organelo especializado, la 
mitocondria. Como se describe en el capítulo 1, muchísimos 
datos indican que la mitocondria evolucionó a partir de una 
bacteria aerobia ancestral que fijó su residencia dentro del cito- 
plasma de una célula hospedadora anaerobia. MH 


r 


5.1 ESTRUCTURA Y FUNCION = ăŽ 
DE LA MITOCONDRIA ŻŽ  čžŽ = Žž 


Las mitocondrias son lo bastante grandes para verse con el mi- 
croscopio óptico (fig. 5-1a) y su presencia en las células se conoce 
desde hace más de 100 años. Según el tipo celular, las mitocon- 
drias pueden tener una estructura general muy diferente. En un 
extremo del espectro, las mitocondrias pueden verse como or- 
ganelos individuales con forma arriñonada (fig. 5-14), con lon- 
gitud de 1 a 4 um. En el otro extremo del espectro, se observan 
como una red tubular interconectada muy ramificada. Este tipo 
de estructura mitocondrial puede verse en la micrografía inicial 
del capítulo. Las observaciones de mitocondrias con marca fluo- 


Mitocondrias 


(a) 


FIGURA 5-1 Mitocondrias. (a) Fibroblasto vivo visto con un microsco- 
pio de fase de contraste. Las mitocondrias se ven como cuerpos oscuros 
alargados. (4) Micrografía electrónica de transmisión de un corte del- 
gado a través de una mitocondria que revela la estructura interna del 
organelo, en particular las crestas membranosas de la membrana interna. 


rescente dentro de células vivas las muestran como organelos 
dinámicos capaces de sufrir enormes cambios en su forma. Lo 
más importante es que las mitocondrias pueden fusionarse entre 
sí o dividirse (fisionarse) en dos (fig. 5-2). El entendimiento de 
la fisión y la fusión mitocondriales ha mejorado en años recien- 
tes con el desarrollo de los ensayos in vitro para su estudio y la 
identificación de proteínas necesarias para ambos procesos. Es 
probable que el equilibrio entre la fusión y la fisión sea un factor 
determinante de la cantidad, longitud y grado de interconexión 
de las mitocondrias. Cuando la fusión se vuelve más frecuente 
que la fisión, las mitocondrias tienden a volverse más alargadas e 
interconectadas, mientras que el predominio de la fisión conduce 
a la formación de mitocondrias más numerosas, pequeñas y dis- 
tintivas. Varias enfermedades neurológicas hereditarias se deben 
a mutaciones en los genes que codifican los componentes de la 
maquinaria de fusión mitocondrial. 

Las mitocondrias ocupan 15 a 20% del volumen de una 
célula hepática promedio de mamífero y contienen más de mil 
proteínas diferentes. Estos organelos se conocen por su función 
en la generación del ATP que se usa en la mayor parte de las acti- 
vidades celulares que requieren energía. Para lograr esta función, 
las mitocondrias a menudo se relacionan con gotitas oleosas que 
contienen ácidos grasos, a partir de las cuales obtienen materia 
prima para oxidar. En los espermatozoides se observa una dis- 
posición muy impresionante de las mitocondrias; muchas veces 
se localizan en la porción intermedia, justo detrás del núcleo (fig. 
5-1c). Los movimientos del espermatozoide están impulsados 
por el ATP producido en estas mitocondrias. Las mitocondrias 
también son notables en muchas células vegetales, en las que son 
los principales productores de ATP en los tejidos no fotosinté- 
ticos, además de ser fuente de ATP en las células de las hojas 
fotosintéticas durante los periodos de oscuridad. 


Mitocondrias 


(o) 


(c) Localización de mitocondrias en la pieza central de un espermatozoi- 
de que rodea la porción proximal del flagelo. (A: CORTESÍA DE NORMAN 
K. WessELs; B: CORTESÍA DE K.R. PorrerR/PHoro RESEARCHERS; C: 
Don W. FawceTT/VisuaLs UNLIMITED.) 


FIGURA 5-2 Fusión y fisión mitocondriales. La naturaleza dinámica 
de estos organelos queda capturada en los cuadros de esta película, que 
muestra una parte de un fibroblasto de ratón cuyas mitocondrias están 
marcadas con una proteína fluorescente. En los primeros tres cuadros, 
dos pares de mitocondrias (que se colorearon en forma artificial) se unen 
por los extremos y en seguida se fusionan. En los últimos tres cuadros, el 
producto de la fusión inferior experimenta fisión y las mitocondrias hijas 
se separan. (TOMADA A PARTIR DE Davip C. Cuan, CELL 125:1242, 
2006M; CON AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 


Aunque el metabolismo energético ha sido el centro de in- 
terés en el estudio de las mitocondrias, estos organelos también 
participan en otras actividades no relacionadas. Por ejemplo, las 
mitocondrias son el sitio de síntesis de muchas sustancias, inclui- 
dos ciertos aminoácidos y los grupos hem que se muestran en 
las figuras 2-34 y 5-12. También tienen una participación vital 
en la captación y liberación de iones calcio, que son iniciadores 
esenciales de actividades celulares (sección 15.5) y junto con el 
retículo endoplásmico, las mitocondrias tienen un función im- 
portante en la regulación de la concentración de Ca?* del citosol. 
El proceso de muerte celular, que tiene un sitio enorme en la vida 
de todos los animales multicelulares, también se regula en gran 
medida por fenómenos que ocurren en las mitocondrias (sección 


15.8). 


Membranas mitocondriales 


Si se mira de cerca la micrografía electrónica de la figura 5-10, 
se observa que el límite externo de una mitocondria contiene 
dos membranas: la membrana mitocondrial externa y la mem- 
brana mitocondrial interna. La primera rodea por completo a la 
mitocondria, sirve como límite externo. La membrana mito- 
condrial interna se subdivide en dos dominios interconectados. 
Uno de éstos, la membrana limitante interna, se encuentra justo 
por dentro de la membrana mitocondrial externa, forma una 
envoltura externa de doble membrana. La membrana limitante 
interna es muy rica en las proteínas encargadas de importar 
a las proteínas mitocondriales (fig. 8-47). El otro dominio de 
la membrana mitocondrial interna se encuentra en el interior 
del organelo como una serie de hojas membranosas invagina- 
das, llamadas crestas. La función de las mitocondrias como 
transductores de energía tiene gran relación con las membra- 
nas de las crestas que son tan prominentes en las micrografías 
electrónicas de estos organelos. Las crestas contienen una gran 
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cantidad de superficie de membrana que aloja la maquinaria 
necesaria para la respiración aeróbica y la formación de AT'P 
(fig. 5-21). La organización de las crestas se muestra en un 
perfil más claro en la micrografía electrónica de barrido de la 
figura 5-34 y en la reconstrucción tridimensional de la figura 
5-30. La membrana limitante interna y las membranas de las 
crestas internas se unen entre sí mediante conexiones estrechas 
o uniones de las crestas, como se muestra en las ilustraciones de 
la figura 5-3c. 

Las membranas de la mitocondria dividen al organelo en 
dos compartimientos acuosos, uno en el interior de la mitocon- 
dria, llamado matriz, y el segundo entre las membranas interna y 
externa, llamado espacio intermembranal. La matriz tiene una 
consistencia gelatinosa por la elevada concentración (hasta 500 
mg/ml) de proteínas hidrosolubles. Las proteínas del espacio in- 
termembranal son mejor conocidas por su participación en el 
inicio del suicidio celular o apoptosis, un tema que se analiza en 
la sección 15.8. 

Las membranas externa e interna tienen propiedades muy 
diferentes. Casi 50% del peso de la membrana externa lo cons- 
tituyen los lípidos y contiene una mezcla curiosa de enzimas 
que participan en actividades tan diversas como la oxidación 
de adrenalina, la degradación del triptófano y la elongación de 
los ácidos grasos. En cambio, la membrana interna contiene 
más de 100 polipéptidos diferentes y muestra una proporción 
proteína/lípido muy alta (más de 3:1 por peso, lo cual corres- 
ponde a una molécula de proteína por cada 15 fosfolípidos). 
La membrana interna es rica en un fosfolípido inusual, la car- 
diolipina (difosfatidilglicerol; véase la figura 4-6 en cuanto a 
su estructura), lo que es una característica de las membranas 
plasmáticas bacterianas, de las que se presupone que evolucionó 
la membrana mitocondrial interna. La cardiolipina tiene una 
función importante para facilitar la actividad de las proteínas 
participantes en la síntesis de ATP. Se cree que la membrana 
mitocondrial externa es homóloga de una membrana externa 
presente como parte de la pared celular de ciertas células bac- 
terianas. La membrana mitocondrial externa y la membrana 
bacteriana externa contienen porinas, que son proteínas inte- 
grales que poseen un canal interno relativamente grande (2 a 3 
nm) rodeado por un barril de cadenas B (fig. 5-4). Las porinas 
de la membrana mitocondrial externa no son estructuras está- 
ticas, como alguna vez se pensó, sino que pueden realizar un 
cierre reversible como respuesta a las condiciones dentro de la 
célula. Cuando los canales de porina están abiertos, la mem- 
brana externa es permeable a moléculas como el ATP, NAD 
y coenzima A, que tienen funciones clave en el metabolismo 
energético dentro de la mitocondria. En cambio, la membra- 
na mitocondrial interna es impermeable; todas las moléculas e 
iones requieren transportadores de membrana especiales para 
ingresar a la matriz. 

Como se describe en las secciones siguientes, la composi- 
ción y organización de la membrana mitocondrial interna son 
las claves para las actividades bioenergéticas de este organelo. La 
configuración de la membrana interna y la aparente fluidez de 
su bicapa facilitan las interacciones necesarias para la síntesis 


de ATP. 
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(a) 0.2 um 


FIGURA 5-3 Estructura de una mitocondria. (a) Micrografía electrónica 
de una mitocondria macerada que muestra la matriz interna rodeada por 
pliegues de la membrana interna. (4) Reconstrucción tridimensional de una 
mitocondria con base en una serie de micrografías tomadas con un micros- 
copio electrónico de alto voltaje de un solo corte grueso de tejido adiposo 
pardo que se rotó en varios ángulos. Los instrumentos de alto voltaje ace- 
leran los electrones hasta velocidades que les permiten penetrar cortes de 
tejido más gruesos (de hasta 15 pum). Esta técnica sugiere que las crestas se 
encuentran como hojas aplanadas (láminas) que se comunican con el es- 
pacio intermembranal mediante aberturas tubulares estrechas, en lugar de 
canales “amplios” como suele mostrarse. En esta reconstrucción, la mem- 
brana mitocondrial interna se muestra en azul en las regiones periféricas y 
en amarillo cuando penetra en la matriz para formar las crestas. (c) Diagra- 
mas esquemáticos que ilustran la estructura interna tridimensional (arriba) 
y un corte delgado (abajo) de una mitocondria de tejido cardiaco bovino. 
(a: TOMADA DE K. TANAKA Y T. NaGURO, INT. Rev. CyroL. 68:111, 1980; 
B: TOMADA DE G.A. PERKINS, ET AL., J]. Broen. BIOMEMB. 30:436, 1998.) 


La matriz mitocondrial 


Además de tener varias enzimas, la matriz mitocondrial contiene 
ribosomas (de tamaño mucho menor a los que se encuentran 
en el citosol) y varias moléculas de DNA, el cual es circular en 
plantas superiores y animales (fig. 5-3c). Por lo tanto, las mito- 
condrias tienen su propio material genético y los mecanismos 
para producir su propio RNA y proteínas. Este DNA no cro- 
mosómico es importante porque codifica un pequeño número de 
polipéptidos mitocondriales (13 en los seres humanos) que se in- 
tegran a la membrana mitocondrial interna con los polipéptidos 
codificados por genes que se encuentran en el núcleo. El DNA 
mitocondrial humano también codifica dos RNA ribosómicos y 


FIGURA 5-4 Porinas. Las bacterias gramnegativas poseen una membrana externa que con- 
tiene lípidos fuera de la membrana plasmática como parte de su pared celular. Esta mem- 
brana externa tiene proteínas, llamadas porinas, que consisten en un barril de una hoja beta 
y forman una abertura a través de la cual pueden penetrar moléculas de tamaño moderado. 
Esta imagen muestra la proteína OmpW incrustada en la membrana externa de E. coli. La 
porina contiene un pequeño compuesto hidrófobo dentro de su conducto central. Tam- 
bién se encuentran diversas porinas con canales de diferentes tamaños y selectividades en la 
membrana mitocondrial externa en las células eucariotas. (Tomaba DE HeeDEOK HONG ET 


(b) 1 um 
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AL., J]. BroL. CHEM. 281, PORTADA DE #11, 2006; POR CORTESÍA DE BERT VAN DEN BERG.) 


22 RNA de transferencia (tRNA) que se utilizan en la síntesis de 
proteínas dentro del organelo. El DNA mitocondrial (mtDNA) 
es una reliquia de la historia antigua. Se cree que es un legado 
de una bacteria aeróbica individual que estableció su residencia 
en el citoplasma de una célula primitiva que al final se con- 
virtió en el ancestro de todas las células eucariotas (pág. 25). La 
mayor parte de los genes de este simbionte ancestral se perdió o 
se transfirió al núcleo en el transcurso de la evolución de la cé- 
lula hospedadora y sólo dejó un puñado de genes para codificar 
algunas de las proteínas más hidrófobas de la membrana mito- 
condrial interna. Es interesante señalar que la RNA polimerasa 
que sintetiza los diversos RNA mitocondriales no se relaciona 
con la enzima compuesta por múltiples subunidades encontrada 
en las células procariotas y eucariotas, sino que la RNA polime- 
rasa mitocondrial es una enzima de una sola subunidad, similar 
en muchos aspectos a ciertos virus bacterianos (bacteriófagos), 
de la cual parece haber evolucionado. Por varias razones, el 
mtDNA es apropiado para su uso en el estudio de las migracio- 
nes y la evolución del ser humano. Por ejemplo, varias compañías 
emplean secuencias de mtDNA para rastrear el linaje de clientes 
que buscan sus raíces étnicas o geográficas. 

Más adelante en el capítulo se regresará a la descripción so- 
bre la configuración molecular de las membranas mitocondriales, 
pero primero se debe considerar la función de estos organelos 
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FIGURA 5-5 Una revisión del metabolismo de los carbohidratos en 
las células eucariotas. Las reacciones de la glucólisis generan piruvato 
y NADH en el citosol. En ausencia de oxígeno, el piruvato se reduce 
por acción del NADH hasta lactato (u otro producto de la fermenta- 
ción, como etanol en las levaduras; véase la figura 3-29 para obtener los 
detalles). El NAD* formado en esta reacción se reutiliza en la conti- 
nuación de la glucólisis. En presencia de oxígeno, el piruvato se mue- 
ve hacia la matriz (algo que facilita un transportador de membrana), 
donde se descarboxila y se une con la coenzima A (CoA), una reacción 
que genera NADH. El NADH producido durante la glucólisis dona 


sus electrones de alta energía aun compuesto que cruza la membrana 


Piruvato 
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en las vías oxidativas básicas de las células eucariotas, que se re- 
sumen en la figura 5-5. Sería útil examinar esta figura general y 
leer el pie de la misma antes de continuar con las descripciones 
detalladas siguientes de estas vías. 


REVISIÓN 


1. Describa los cambios del metabolismo oxidativo que debie- 
ron observarse en la evolución y éxito de las cianobacterias. 

2. Compare las propiedades e historia evolutiva de las 
membranas mitocondriales interna y externa, el espacio 
intermembranal y la matriz. 


5.2 METABOLISMO OXIDATIVO 
EN LA MITOCONDRIA 


En el capítulo 3 se describen las etapas iniciales de la oxidación 
de los carbohidratos. A partir de la glucosa, los primeros pasos en 
el proceso oxidativo lo llevan a cabo las enzimas de la glucólisis 
que se encuentran en el citosol (fig. 5-5). Las 10 reacciones que 
constituyen la vía glucolítica se ilustraron en la figura 3-23; los 
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mitocondrial interna (como se muestra en la figura 5-9). El acetil-CoA 
pasa por el ciclo del TCA (como se muestra en la figura 5-7), con lo 
cual se generan NADH y FADH.. Los electrones de estas moléculas 
de NADH y FADH, pasan por la cadena de transporte de electrones, 
que está formada por portadores incrustados en la membrana mitocon- 
drial interna, hasta llegar al oxígeno molecular (O,). La energía libera- 
da durante el transporte de electrones se usa en la formación de ATP 
mediante un proceso descrito con detalle más adelante en este capítulo. 
Si toda la energía del transporte de electrones se usara en la formación 
de ATP, podrían generarse cerca de 36 moléculas de ATP a partir de 


una sola molécula de glucosa. 
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FIGURA 5-6 Revisión de la glucólisis que muestra algunos de los pasos clave. Éstos inclu- 
yen dos reacciones en las que se transfieren grupos fosfato de ATP al azúcar de seis carbonos 
para producir fructosa 1,6-difosfato (pasos 1, 3); la oxidación y fosforilación del gliceraldehído 
3-fosfato generan 1,3-difosfoglicerato y NADH (paso 6); y la transferencia de grupos fosfato 
de los sustratos fosforilados de tres carbonos al ADP produce ATP mediante fosforilación 
del sustrato (pasos 7 y 10). Hay que recordar que se forman dos moléculas de gliceraldehído 
3-fosfato por cada molécula de glucosa, por lo que las reacciones de la sexta a la décima que se 
muestran aquí ocurren dos veces por cada molécula de glucosa oxidada. 


La glucosa se fosforila a expensas de un ATP, se reordena 

su estructura para formar fosfato de fructosa y luego se fosforila 

de nuevo a expensas de un segundo ATP. Los dos grupos fosfato se sitúan 
en los dos extremos (C1, C6) de la cadena de fructosa. 


El difosfato de seis carbonos se divide en dos monofosfatos de tres carbonos. 


El aldehído de tres carbonos se oxida para formar un ácido, mientras los electrones 
retirados del sustrato se usan para reducir la coenzima NAD* en NADH. Además, 

el ácido C1 se fosforila para formar fosfato de acilo, que tiene potencial para 
transferir un grupo de alto fosfato (resaltado en amarillo). 


El grupo fosfato de C1 se transfiere a ADP para la formación de ATP mediante 
la fosforilación al nivel del sustrato. Se forman dos ATP por cada glucosa oxidada. 


Estas reacciones producen el reacomodo y deshidratación del sustrato 
para formar un fosfato de enol en la posición C2 que tiene capacidad para 
transferir un grupo de alto fosfato. 


El grupo fosfato se transfiere al ADP para formar ATP mediante fosforilación 
del sustrato, lo que genera una cetona en la posición C2. Se forman dos ATP 
por cada glucosa oxidada. 

REACCIÓN NETA: 

Glucosa + 2 NAD* + 2 ADP + 2 P, ——> 2 Piruvato + 2 ATP + 2 NADH + 2 H* + 2 H30 


pasos principales de la vía se resumen en la figura 5-6. Durante la 
glucólisis, sólo una pequeña fracción de la energía libre utilizable 
en la glucosa queda disponible para la célula, la suficiente para 
la síntesis neta de sólo dos moléculas de ATP por cada molécula 
de glucosa oxidada (fig. 5-6). La mayor parte de la energía per- 
manece almacenada en el piruvato. Cada molécula de NADH 
producida durante la oxidación de gliceraldehído 3-fosfato 
(reacción 6, fig. 5-6) también lleva un par de electrones de alta 
energía." Los dos productos de la glucólisis (piruvato y NADH) 
pueden procesarse de dos formas distintas, según sea el tipo de 
célula en el que se formen y la presencia o ausencia de oxígeno. 
En presencia de oxígeno, los organismos aerobios son ca- 
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gánico vitamínico complejo derivado del ácido pantoténico) para 


producir acetil-CoA. 


Piruvato + HS—CoA + NAD* => 
acetil-CoA + CO, + NADH + H* 


La descarboxilación del piruvato y la transferencia del grupo ace- 
tilo a CoA (figs. 5-5 y 5-7) es una reacción que cataliza el com- 
plejo multienzimático gigante piruvato deshidrogenasa, cuya 
estructura se mostró en la figura 2-39. 


paces de extraer grandes cantidades de energía adicional del pi- Ni 
ruvato y el NADH producidos durante la glucólisis, suficiente K 
para sintetizar más de 30 moléculas adicionales de ATP. Esta C=0 
energía se extrae en las mitocondrias (fig. 5-5). Se comenzará CH, 
con el piruvato para considerar luego el destino del NADH en Piruvato 
una parte posterior de la explicación. Cada molécula de piruvato 
producida en la glucólisis se transporta a través de la membra- HS-CoA o 
na mitocondrial interna y hacia la matriz, donde se descarboxila NAD* vato 
para formar un grupo acetilo de dos carbonos (~—CH,COO)). H+ deshidrogenasa 
El grupo acetilo se transfiere a la coenzima A (un compuesto or- AN Eg 
< NADH? 
1Los expertos en bioquímica no siempre admiten bien los términos “electrones ' 
de alta energía” y “electrones de baja energía”, pero transmiten una imagen útil. ! v CoA 
Como se explica en la página 182, los electrones de alta energía son aquellos i 20=0 
que se mantienen con menor afinidad y se transfieren con más facilidad de un 3l 
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El ciclo del ácido tricarboxílico (TCA) 


Una vez formada, la acetil-CoA ingresa a una vía cíclica, el ciclo 
del ácido tricarboxílico (TCA, tricarboxylic acid), en la que se 
oxida el sustrato y conserva su energía. Excepto por la deshidro- 
genasa de succinato, que se une con la membrana interna, todas 
las enzimas del ciclo del TCA residen en la fase soluble de la ma- 
triz (fig. 5-5). El ciclo del TCA también se conoce como ciclo de 
Krebs en honor al bioquímico británico Hans Krebs, quien dilu- 
cidó la vía en el decenio de 1930. Cuando Krebs obtuvo suficien- 
te evidencia para apoyar la idea de un ciclo metabólico, presentó 
los resultados a la publicación británica Nature. El documento 
le fue devuelto varios días después acompañado de una carta de 
rechazo. El editor había concluido que no era lo bastante impor- 
tante para publicarlo en la revista. Krebs rápidamente publicó el 
artículo en otra revista. 

El primer paso del ciclo del TCA es la condensación del 
grupo acetilo de dos carbonos con un oxaloacetato de cuatro car- 
bonos para formar una molécula de citrato de seis carbonos (fig. 
5-7, paso 12). Durante el ciclo se reduce la longitud de la molé- 
cula de citrato, un carbono a la vez, lo que regenera la molécula 
de oxaloacetato de cuatro carbonos que puede condensarse con 
otra de acetil-CoA. Los dos carbonos que se desprenden durante 
el ciclo del TCA (que no son los mismos que ingresaron con el 
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grupo acetilo) son los que se oxidan por completo hasta dióxido 
de carbono. Durante el ciclo del TCA ocurren cuatro reacciones 
en las que un par de electrones se transfieren de un sustrato a una 
coenzima aceptora de electrones. Tres de las reacciones reducen 
el NAD* a NADH y una reacción reduce FAD a FADH, (fig. 
5-7). La ecuación neta de las reacciones del ciclo del TCA puede 
escribirse así: 


Acetil-CoA + 2 H,O + FAD + 3 NAD* + GDP + P, 
52.CO, + FADH, + 3 NADH + 3 H* + GTP + HS— CoA 


El ciclo del TCA es una vía metabólica crítica. Si se con- 
sidera la posición de este ciclo en el metabolismo general de la 
célula (fig. 5-8, véase también fig. 3-22), se advierte que los me- 
tabolitos de este ciclo son los mismos compuestos generados en 
la mayoría de las vías catabólicas de la célula. Por ejemplo, el 
acetil-CoA es un producto final importante de varias vías ca- 
tabólicas, incluida la degradación de ácidos grasos, los cuales se 
degradan dentro de la matriz de la mitocondria hasta unidades 
de dos carbonos (fig. 5-8a). Estos compuestos de dos carbonos 
entran al ciclo del TCA como acetil-CoA. El catabolismo de 
los aminoácidos también genera metabolitos del ciclo del TCA 
(fig. 5-80), que entran a la matriz mediante sistemas de transpor- 
te especiales en la membrana mitocondrial interna. Parece que 
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FIGURA 5-8 Las vías catabólicas generan compuestos que ingresan 
al ciclo del TCA. (a) Oxidación de ácidos grasos. El primer paso en 
la oxidación del ácido graso es su activación mediante la unión con 
el grupo tiol (—SH) de la coenzima A, lo cual ocurre después que el 
grupo acilo graso se transporta a través de la membrana mitocondrial 
interna unido con una proteína portadora (no se muestra). En la mi- 
tocondria, la molécula grasa de acil-CoA se somete a la degradación 
por pasos en la que acetil-CoA (mostrada en azul) se retira de la cade- 
na de ácido graso con cada vuelta del ciclo. Además de la molécula de 
acetil-CoA que alimenta el ciclo del TCA, cada ronda del ácido graso 
en el ciclo produce un NADH y un FADH,. Al examinar esta serie 
de reacciones, resulta aparente porqué las grasas son una reserva tan 
rica de energía química. (4) Ingreso de aminoácidos al ciclo del TCA. 
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todas las macromoléculas que proporcionan energía a la célula 
(polisacáridos, grasas y proteínas) se degradan hasta metabolitos 
del ciclo del TCA. Por lo tanto, la mitocondria se convierte en 
el centro de los pasos finales para la conservación de energía, sin 
importar cuál sea la naturaleza del material inicial. 


La importancia de las coenzimas reducidas 
en la formación de ATP 


A partir de la ecuación neta del ciclo del TCA resulta evidente 
que los productos primarios de la vía son las coenzimas reducidas 
FADH, y NADH, que contienen los electrones de alta energía 
retirados de varios sustratos durante su oxidación. El NADH 
también es uno de los productos de la glucólisis (junto con el pi- 
ruvato). Las mitocondrias no son capaces de importar el NADH 
formado en el citosol durante la glucólisis. En lugar de eso, los 
electrones de NADH se usan para reducir un metabolito de bajo 
peso molecular que puede: 1) entrar a la mitocondria (mediante 
una vía llamada lanzadera de malato-aspartato) y reducir ahí el 
NAD* a NADH o 2) transferir sus electrones a FAD (por una 
vía llamada lanzadera de glicerol fosfato que se muestra en la fig. 
5-9) para producir FADH,. Ambos mecanismos permiten que 
los electrones del NADH citosólico ingresen a la cadena mito- 
condrial de transporte de electrones y se utilicen en la formación 
de trifosfato de adenosina. 

Una vez que se explicó la formación de NADH y FADH, 
por glucólisis y en el ciclo del TCA, puede regresarse a los pasos 
que utilizan estas coenzimas reducidas para producir ATP. El 
proceso general puede dividirse en dos pasos, que se resumen a 
continuación: 
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FIGURA 5-9 La lanzadera de glicerol fosfato. En la lanzadera de glicerol 
fosfato, los electrones se transfieren de NADH al fosfato de dihidroxiace- 
tona (DHAP) para formar glicerol 3-fosfato, que los lanza al interior de la 
mitocondria. Después, estos electrones reducen el FAD en la membrana 
mitocondrial interna, con lo que se forma FADH,, que puede transferir 
los electrones a un transportador de la cadena de transporte de electrones. 
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Paso 1 (fig. 5-10). Los electrones de alta energía pasan de 
FADH, o NADH al primero de una serie de transportadores de 
electrones que constituyen la cadena transportadora de electro- 
nes, localizada en la membrana mitocondrial interna. Los elec- 
trones pasan a lo largo de la cadena respiratoria en reacciones 
que liberan energía. Estas reacciones se vinculan con otras que 
requieren energía para cambiar la conformación de los portado- 
res de electrones que mueven a los protones a través de la mem- 
brana mitocondrial interna. Como resultado, la energía liberada 
durante el transporte de electrones se almacena en forma de un 
gradiente electroquímico de protones a través de la membrana. 
Al final, los electrones de baja energía se transfieren al receptor 
final de electrones, es decir, el oxígeno molecular (O,), que se 
reduce hasta formar agua. 


Paso 2 (fig. 5-10). El movimiento controlado de protones de re- 
greso a través de la membrana mediante una enzima que sinte- 
tiza ATP proporciona la energía necesaria para fosforilar ADP 
en ATP. Peter Mitchell, de la University of Edinburgh, postuló en 
1961 la importancia de los movimientos de protones para la 
formación de ATP. 

El análisis de los dos pasos recién resumidos ocupan gran 
parte del resto de este capítulo. 

Cada par de electrones transferido de NADH al oxígeno 
mediante la cadena transportadora de electrones libera energía 
suficiente para impulsar la formación de casi tres moléculas de 


H* (protones) 


Paso 1 Matriz 


-0.32 V 
NAD:H 
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FIGURA 5-10 Resumen del proceso de la fosforilación oxidativa. En el 
primer paso del proceso, los sustratos como el isocitrato y el succinato se 
oxidan (fig. 5-7) y los electrones se transfieren a las coenzimas NAD* o 
FAD para formar NADH o FADH,. Después, estos electrones de alta 
energía se transfieren mediante una serie de transportadores de electro- 
nes de la cadena respiratoria. La energía liberada se usa para trasladar 
los protones de la matriz hacia el espacio intermembranal, con lo que se 
establece un gradiente electroquímico de protones a través de la mem- 
brana mitocondrial interna. En el paso 2, los protones se mueven a favor 
del gradiente electroquímico a través de un complejo sintetizador de 
ATP. La energía almacenada en el gradiente se usa para sintetizar ATP. 
Estos dos pasos esenciales de la fosforilación oxidativa forman la base 
del mecanismo quimiosmótico propuesto por Peter Mitchell en 1961. 
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ATP. Cada par donado por FADH, libera suficiente energía para 
la formación de casi dos moléculas de ATP. Si se suman todas las 
moléculas de ATP formadas a partir de una molécula de glucosa 
que se cataboliza por completo mediante glucólisis y el ciclo del 
TCA, la ganancia neta es de unas 36 moléculas de ATP (incluido 
el GTP formado por cada ronda del ciclo del TCA; paso 16, fig. 
5-7). El número real de moléculas de ATP formadas por cada 
molécula de glucosa oxidada depende de las actividades parti- 
culares que realice la célula. En la sección Perspectiva humana 
se revisa la importancia relativa de la glucólisis respecto del ciclo 
del TCA, esto es, del metabolismo anaeróbico en comparación 
con el aeróbico, en la función del músculo esquelético humano. 


REVISIÓN 


1. ¿Cómo se relacionan los dos productos de la glucólisis 
con las reacciones del ciclo del TCA? 

2. ¿Por qué se considera que el ciclo del TCA es la vía 
central del metabolismo energético celular? 

3. Describa el mecanismo por el cual el NADH producido 
en el citosol durante la glucólisis es capaz de alimentar 
con electrones al ciclo del ácido tricarboxílico. 


r 


5.3 LA FUNCION DE LA MITOCONDRIA — 
EN LA FORMACIÓN DE ATP 


Con frecuencia las mitocondrias se describen como plantas 
energéticas en miniatura. Al igual que las plantas productoras de 
energía, las mitocondrias extraen la energía de materiales orgáni- 
cos y la almacenan por un tiempo en forma de energía eléctrica. 
En términos más específicos, la energía obtenida de los sustratos 
se utiliza para generar un gradiente iónico a través de la mem- 
brana mitocondrial interna. Este representa una forma de ener- 
gía que puede derivarse para realizar un trabajo. En el capítulo 
4 se describe la forma en que las células intestinales emplean un 
gradiente iónico a través de su membrana plasmática para trans- 
portar azúcares y aminoácidos fuera de la luz intestinal, de la 
misma forma que las células nerviosas usan un gradiente similar 
para conducir impulsos neurales. El uso de gradientes iónicos 
como forma de energía requiere varios componentes, incluidos 
un sistema para generar el gradiente, una membrana capaz de 
mantenerlo y los mecanismos para derivar el gradiente de tal 
manera que pueda realizar un trabajo. 

Las mitocondrias emplean un gradiente iónico a través de 
su membrana interna para impulsar muchas actividades que 
requieren energía, en particular la síntesis de ATP. Cuando la 
formación de ATP se impulsa con la energía liberada de los 
electrones retirados durante la oxidación de un sustrato, el pro- 
ceso se conoce como fosforilación oxidativa y se resume en la 
figura 5-10. La fosforilación oxidativa puede compararse con 
la fosforilación al nivel del sustrato, como se explica en la pági- 
na 110; en ese proceso se forma ATP de manera directa por la 
transferencia de un grupo fosfato de una molécula de sustrato a 
ADP. De acuerdo con una estimación, la fosforilación oxidativa 
explica la producción de más de 2 X 10% moléculas (>160 kg) 
de ATP en el cuerpo humano cada día. El descubrimiento del 
mecanismo básico de la fosforilación oxidativa ha sido uno de 
los principales logros en el campo de la biología celular y mole- 


cular; aún continúa la investigación activa. Para comprender el 
mecanismo de la fosforilación oxidativa, primero es necesario 
considerar cómo es que la oxidación de un sustrato puede liberar 
energía libre. 


Potenciales de oxidación-reducción 


Si se comparan varios agentes oxidantes, pueden ordenarse en 
una serie de acuerdo con su afinidad por los electrones: mien- 
tras mayor sea la afinidad, más potente es el agente oxidante. 
Los agentes reductores también pueden clasificarse según sea su 
afinidad por los electrones: mientras menor sea la afinidad (ma- 
yor facilidad para liberar los electrones), más fuerte es el agente 
reductor. Para poner esto en términos cuantificables, los agentes 
reductores se ordenan de acuerdo con el potencial para transfe- 
rir electrones; las sustancias que poseen un mayor potencial de 
transferencia de electrones, como el NADH, son agentes reduc- 
tores potentes, mientras que aquellos con un bajo potencial de 
transferencia de electrones, como el H,O, son agentes reducto- 
res débiles. Los agentes oxidantes y reductores se encuentran en 
parejas, como NAD* y NADH, que difieren en su número de 
electrones. Los agentes reductores potentes se unen con agentes 
oxidantes débiles y viceversa. Por ejemplo, NAD* (de la pareja 
NAD*-NADH) es un agente oxidante débil, mientras que el O, 
(de la pareja O,-H,O) es un agente oxidante fuerte. 

Como el movimiento de electrones genera una separación 
de carga, la afinidad de las sustancias por los electrones puede 
medirse con instrumentos que detectan el voltaje (fig. 5-11). 
Lo que se mide para una pareja determinada es un potencial 
de oxidación-reducción (o potencial redox) relativo al poten- 
cial para la misma pareja estándar. Se eligió en forma arbitraria 
como pareja estándar al hidrógeno (H*-H,). Como sucede con 


Voltímetro 


Semicélula de referencia Semicélula muestra 


FIGURA 5-11 Medición del potencial de oxidación-reducción (redox) 
estándar. La semicélula de muestra contiene los miembros oxidado y 
reducido de la pareja, ambos en concentraciones de 1 M. La semicélula 
de referencia contiene una solución 1 M de H* que está en equilibrio 
con el gas hidrógeno a 1 atm de presión. Se forma un circuito eléctrico 
mediante la conexión de las semicélulas con un voltímetro y un puente 
de sal. Si los electrones fluyen con preferencia de la semicélula mues- 
tra hacia la de referencia, el potencial redox estándar (E,) de la pareja 
muestra es negativo; si el flujo de electrones toma el sentido contrario, el 
potencial redox estándar de la pareja muestra es positivo. El puente de 
sal, consistente en solución saturada de KCI, suministra un trayecto para 
que los iones contrarios se muevan entre las semicélulas y mantengan la 
neutralidad eléctrica en los dos compartimientos. 
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PERSPECTIVA HUMANA 


La función de los metabolismos anaeróbico 


y aeróbico en el ejercicio 


La contracción muscular requiere grandes cantidades de energía. La 
mayor parte de la energía se utiliza para que los filamentos de actina 
y miosina se deslicen unos sobre otros, como se describe en el capítulo 
9. La energía que impulsa la contracción muscular proviene del ATP. 
La velocidad de la hidrólisis del ATP aumenta más de 100 veces en un 
músculo esquelético que se somete a la contracción máxima en compara- 
ción con ese mismo músculo en reposo. Se estima que el músculo esque- 
lético humano promedio tiene suficiente ATP disponible para impulsar 
una explosión de contracción vigorosa durante 2 a 5 s. Incluso conforme 
se hidroliza el ATP, es importante que se produzca ATP adicional; de 
lo contrario, la proporción ATP/ADP caería y por tanto la energía libre 
disponible para impulsar la contracción. Las células musculares contie- 
nen una reserva de fosfato de creatina (CrP), uno de los compuestos con 
mayor potencial de transferencia de fosfato que el ATP (fig. 3-28), por lo 
que puede usarse para generar ATP en la reacción siguiente: 


CrP + ADP > Cr + ATP 


Por lo general, los músculos esqueléticos tienen suficiente fosfato de 
creatina almacenado para mantener niveles altos de ATP durante unos 
15 s. Como las células musculares tienen un suministro limitado de 
ATP y fosfato de creatina, se infiere que la actividad muscular intensa 
o sostenida requiere la formación de mayores cantidades de ATP, que 
deben obtenerse por metabolismo oxidativo. 

Los músculos esqueléticos humanos están formados de dos tipos 
generales de fibras (fig. 1): las fibras de sacudida rápida, que pueden con- 
traerse con gran rapidez (p. ej., 15 a 40 ms), y las fibras de sacudida lenta 
que se contraen con más lentitud (40 a 100 ms). Utilizando un micros- 
copio electrónico, las fibras rápidas se ven casi carentes de mitocondrias, 
lo cual indica que estas células son incapaces de producir mucho ATP 
mediante la respiración aeróbica. Por otro lado, las fibras lentas contienen 
grandes cantidades de mitocondrias. Estos dos tipos de fibras de músculo 
esquelético son adecuadas para distintos tipos de actividades. Por ejem- 
plo, el levantamiento de pesas o las carreras cortas y rápidas dependen 
sobre todo de las fibras rápidas, capaces de generar más fuerza que las 
lentas. Las fibras rápidas producen casi todo su ATP en forma anaeróbica 
mediante la glucólisis. Aunque la glucólisis sólo produce cerca de 5% de 
ATP por cada molécula de glucosa oxidada en comparación con la res- 
piración aeróbica, las reacciones de la glucólisis son mucho más rápidas 
que las del ciclo del TCA y el transporte de electrones; por consiguiente, 
la velocidad de producción anaeróbica de ATP es mayor que la alcanzada 


FIGURA 1 Los músculos esqueléticos contienen una combinación de 
fibras de sacudida rápida (o tipo II) (teñidas de color oscuro) y fibras 
de sacudida lenta (o tipo I) (teñidas de color claro). (CorTEsía DE Dun- 
can MacDoucaLL.) 


por la respiración aeróbica. Los problemas para producir ATP por glu- 
cólisis son el uso rápido de la glucosa disponible en la fibra (almacenada 
en forma de glucógeno) y la producción de un producto final indeseable, 
el ácido láctico. A continuación se describe mejor este último aspecto. 

Hay que recordar que para la continuación de la glucólisis es ne- 
cesaria la regeneración de NAD*, lo cual ocurre por fermentación (pág. 
111). Las células musculares regeneran el NAD* a través de la reducción 
del piruvato (producto final de la glucólisis) en ácido láctico. La mayor 
parte del ácido láctico se difunde fuera de las células musculares activas 
hacia la sangre y de ahí se traslada al hígado y se convierte de nueva 
cuenta en glucosa. La glucosa producida por el hígado se libera a la 
sangre, de donde puede regresar a los músculos activos para mantener 
la intensidad de la glucólisis. Sin embargo, la formación de ácido láctico 
se acompaña de un descenso del pH dentro del tejido muscular (pH de 
7.00 a 6.35), lo cual causa el dolor y los calambres que acompañan al 
ejercicio vigoroso. Es probable que el aumento de la acidez, junto con el 
agotamiento de las reservas de glucógeno, explique la sensación de fatiga 
muscular que acompaña a los ejercicios anaeróbicos.* 

Si en lugar de intentar usar los músculos para levantar pesas o co- 
rrer a máxima velocidad se realizara un ejercicio aeróbico, como montar 
en bicicleta o caminar aprisa, se puede mantener la actividad por perio- 
dos mucho más prolongados sin sentir dolor muscular o fatiga. Como 
su nombre indica, el ejercicio aeróbico está diseñado para permitir que 
los músculos mantengan la actividad aeróbica, es decir, que prosigan la 
producción de ATP mediante la transferencia de electrones y la fosfo- 
rilación oxidativa. Los ejercicios aeróbicos dependen en buena medida 
de la contracción de las fibras musculares lentas. Aunque estas fibras 
generan una fuerza menor, pueden continuar su función por periodos 
prolongados por la continuidad de la producción aeróbica de ATP sin 
producir ácido láctico. 

Al principio, el ejercicio aeróbico lo promueven las moléculas de 
glucosa almacenadas como glucógeno en los músculos mismos, pero 
después de unos cuantos minutos los músculos dependen cada vez más 
de los ácidos grasos libres que se trasladan a la sangre desde el tejido adi- 
poso. Cuanto más prolongado sea el ejercicio, mayor es la dependencia 
de los ácidos grasos. Después de 20 min de ejercicio aeróbico vigoroso se 
estima que casi el 50% de las calorías que se consumen en los músculos 
proviene de la grasa. El ejercicio aeróbico, como el trote, la caminata rá- 
pida, la natación o el ciclismo, es una de las mejores maneras de reducir 
el contenido corporal de grasa. 

La proporción entre fibras rápidas y lentas varía de un músculo par- 
ticular a otro. Por ejemplo, los músculos posturales de la espalda que son 
necesarios para que una persona permanezca de pie tienen una mayor 
proporción de fibras lentas que los músculos de los brazos, empleados 
para lanzar o levantar un objeto. La proporción precisa entre fibras rá- 
pidas y lentas en un músculo particular depende de factores genéticos y 
varía en grado notable de una persona a otra, lo que hace posible que un 
individuo sobresalga en cierto tipo de actividades físicas. Por ejemplo, los 
mejores velocistas y levantadores de pesas del mundo poseen casi siempre 
una mayor proporción de fibras rápidas que los corredores de largas dis- 
tancias. Además, el entrenamiento para deportes como el levantamiento 
de pesas produce un crecimiento desproporcionado de las fibras rápidas. 

El tejido muscular del corazón también debe aumentar su nivel 
de actividad durante el ejercicio vigoroso, pero a diferencia del músculo 
esquelético, el corazón sólo puede producir ATP mediante el metabo- 
lismo aeróbico. De hecho, casi 40% del espacio citoplásmico de la célula 
miocárdica humana está ocupada por mitocondrias. 


¡Puede consultarse un punto de vista alterno en Science 305:1112, 2004. 
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los cambios de energía libre, en los que se utilizó el cambio en 
energía libre, AG”, se emplea una asignación similar para las pa- 
rejas redox. El potencial redox de la pareja estándar, E, para una 
pareja determinada se designa como el voltaje producido por 
una media célula (sólo con presencia de miembros de una pareja) 
en la que cada miembro de la pareja esté presente en una con- 
centración estándar en condiciones normales (como en la figura 
5-11). Las concentraciones estándar son 1.0 M para los solutos e 
iones y 1 atm para los gases (p. ej., H,) a 25°C. El potencial redox 
estándar para la reacción de oxidación-reducción que incluye al 
hidrógeno (2H* + 2 electrones > H,) es 0.00 V. El cuadro 5-1 
presenta los potenciales redox para algunas parejas de importan- 
cia biológica. El valor para la pareja de hidrógeno en el cuadro no 
es 0.00, sino —0.42 V. Este número representa el valor cuando la 
concentración de H* es 1077 M (pH de 7.0) en lugar de 1.0 M 
(pH de 0.0), que tendría poca aplicación fisiológica. Cuando se 
calcula con un pH de 7, el potencial redox estándar se indica con 
el símbolo E', en lugar de £. La asignación del signo (positivo 
o negativo) a las parejas es arbitrario y varía entre las distintas 
disciplinas. Se considera la asignación de la siguiente manera. 
A las parejas cuyos agentes reductores son mejores donadores 
de electrones se les asignan potenciales redox más negativos. 
Por ejemplo, el potencial redox estándar para la pareja NAD*- 
NADH es -0.32 V (cuadro 5-1). El acetaldehído es un agente 
reductor más fuerte que el NADH y la pareja acetato-acetalde- 
hído tiene un potencial redox estándar de —0.58 V. Las parejas 
cuyos agentes oxidantes son mejores aceptores de electrones que 
el NAD*, es decir, que poseen mayor afinidad por los electrones 
que el NAD*, tienen potenciales redox más positivos. 

De la misma forma que cualquier otra reacción espontánea 
se acompaña de pérdida de energía, así sucede con las reacciones 
de oxidación-reducción. El cambio estándar de energía libre du- 
rante una reacción del tipo siguiente: 


A + Beg =A 


puede calcularse a partir de los potenciales redox estándar de las 
dos parejas de la reacción de acuerdo con la siguiente ecuación: 


AG” = -n FAE’ 


tB 


(ox) (red (ox) 


donde » es el número de electrones transferidos en la reacción, 
F es la constante de Faraday (23.063 kcal/V - mol) y AE, es 
la diferencia en voltios entre los potenciales redox estándar de 
las dos parejas. Mientras mayor sea la diferencia en el potencial 
redox estándar entre las dos parejas, más avanza la reacción en 
condiciones estándar hasta la formación de productos antes de 
alcanzar un estado de equilibrio. Ahora considérese la reacción 
en la que el NADH, un agente reductor potente, se oxida con 
oxígeno molecular, un agente oxidante fuerte. 


NADH +30, + H* > H,O + NAD+ 
Los potenciales redox estándar de las dos parejas pueden escri- 
birse como sigue: 
30, + 2 H* + 2e > H,O E' = +0.82 V 
NAD* + 2 H* + 2e —> NADH + H* E, = -0.32V 


El cambio de voltaje para la reacción total es igual a la diferencia 
entre los dos valores de E”, (AE): 


AE, = +0.82 V -(-0.32 V) = 1.14 V 


CUADRO 5-1 Potenciales redox estándar de algunas 
semirreacciones 


Ecuación de electrodo E (V) 
Succinato + CO, + 2 H+ + 2 e = 

a-cetoglutarato + H,O —0.670 
Acetato + 2 H* + 2 e” = acetaldehído 0.580 
2H*+2e =H, —0.421 
a-cetoglutarato + CO, + 2 H* + 2 e = isocitrato 0.380 
Cistina + 2 H+ +2 e =2 cisteína 0.340 
NA? + 2 H* + 2e =NADH + H* 0.320 
NADP* + 2 H* +2e =NADPH + H* 0.324 
Acetaldehído + 2 H* + 2 e” = etanol 0.197 
Piruvato + 2 H* + 2 e” = lactato 0.185 
Oxaloacetato + 2 H* + 2 e = malato 0.166 
FAD + 2 H* + 2 e = FADH, (en flavoproteínas) +0.031 
Fumarato + 2 H* + 2 e = succinato +0.031 
Ubiquinona + 2 H* + 2 e = ubiquinol +0.045 
2 citocromo $ + 2 e” =2 citocromo beg +0.070 
2 citocromo Cox) +2 € =2 citocromo co +0.254 
2 citocromo 4, a) + 2 e =2 citocromo Ostca) +0.385 
1 mE 
30,+2H*+2e = H,O 0.816 


que es una medida de la energía libre liberada cuando NADH 
se oxida por el oxígeno molecular en condiciones estándar. Si se 
sustituye este valor en la ecuación previa: 


AG, = (-2) (23.063 kcal/V - mol) (1.14 V) 
= —52.6 kcal/mol de NADH oxidado 


la diferencia en la energía libre estándar (AG”) es 52.6 kcal/ 
mol. Tal y como ocurre con otras reacciones, los valores reales 
de AG dependen de las concentraciones relativas de reactivos y 
productos (versiones oxidadas y reducidas de los compuestos) 
presentes en una célula en un instante determinado. Al margen 
de lo anterior, parece que el descenso de energía libre de un par 
de electrones a su paso de NADH al oxígeno molecular (AG” 
= —52.6 kcal/mol) debe ser suficiente para impulsar la forma- 
ción de varias moléculas de ATP (AG” = +7.3 kcal/mol) aun en 
condiciones celulares, en la que las proporciones ATP/ADP son 
mucho más altas que las de condiciones estándar. La transferen- 
cia de esta energía de NADH a ATP dentro de la mitocondria 
ocurre en una serie de pequeños pasos liberadores de energía que 
son el tema principal de la revisión en el resto del capítulo. 

Los electrones se transfieren a NAD* (o FAD) dentro de 
la mitocondria a partir de varios sustratos del ciclo del TCA, 
que son isocitrato, cetoglutarato alfa, malato y succinato (reac- 
ciones 14, 15 a 16, 19 y 17 de la figura 5-7, respectivamente). 
Los primeros tres de estos intermediarios tienen potenciales re- 
dox con valores negativos relativamente altos (cuadro 5-1), son 
lo suficientemente altos para transferir electrones a NAD* en las 
condiciones que prevalecen en la célula.? En cambio, la oxidación de 


¿Como se indica en el cuadro 5-1, el potencial redox estándar (2”,) del par oxaloace- 
tato-malato es más positivo que el del par NAD*-NADH. Por lo tanto, la oxidación 
de malato a oxaloacetato tiene DG” positivo (reacción 19, fig. 5-7) y puede proceder 
hasta la formación de oxaloacetato sólo cuando la proporción entre productos y 
reactivos se mantiene por debajo de la que prevalece en condiciones estándar. El AG 
de esta reacción se conserva negativo mediante el mantenimiento de concentracio- 
nes muy bajas de oxaloacetato, lo cual es posible porque la siguiente reacción en el 
ciclo (reacción 12, fig. 5-7) es altamente exergónica y es catalizada por una de las 
principales enzimas que controlan la velocidad de reacción en el ciclo del TCA. 
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succinato a fumarato, que tiene un potencial redox más positivo, 
procede por la reducción de FAD, una coenzima con mayor afi- 
nidad por los electrones que NAD+. 


Transporte de electrones 


Cinco de las nueve reacciones ilustradas en la figura 5-7 están 
catalizadas por deshidrogenasas, enzimas que transfieren pares 
de electrones de sustratos a coenzimas. Cuatro de estas reaccio- 
nes generan NADH, una produce FADH,. Las moléculas de 
NADH, que se forman en la matriz mitocondrial, se disocian 
de sus deshidrogenasas respectivas y se unen con la deshidro- 
genasa de NADH, una proteína integral de la membrana mi- 
tocondrial interna (fig. 5-17). A diferencia de las otras enzimas 
del ciclo del TCA, la deshidrogenasa de succinato, la enzima que 
cataliza la formación de FADH, (fig. 5-7, reacción 17), es un 
componente de la membrana mitocondrial interna. En cualquier 
caso, los electrones de alta energía relacionados con NADH o 
FADH, se transfieren por una serie de portadores específicos 


de electrones que constituyen la cadena de transporte de elec- 
trones (o cadena respiratoria) de la membrana mitocondrial 
interna. 


Tipos de portadores de electrones 


La cadena transportadora de electrones se compone de cinco ti- 
pos de portadores de electrones unidos con la membrana: flavo- 
proteínas, citocromos, átomos de cobre, ubiquinona y proteínas 
con hierro y azufre. Excepto por la ubiquinona, todos los centros 
de redox dentro de la cadena respiratoria que aceptan y donan 
electrones son grupos prostéticos, es decir, componentes no ami- 
noácidos que mantienen una relación estrecha con las proteínas. 


m Las flavoproteínas consisten en un polipéptido unido con 
fuerza a uno de dos grupos prostéticos relacionados, ya sea 
dinucleótido de flavina adenina (FAD) o mononucleótido de 
flavina (FMN) (fig. 5-12a). Los grupos prostéticos de las fla- 
voproteínas derivan de la riboflavina (vitamina B,) y cada uno 
es capaz de aceptar y donar dos protones y dos electrones. Las 
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FIGURA 5-12 Estructuras de las formas oxidada y reducida de tres 
tipos de portadores de electrones. (a) FMN y deshidrogenasa de 
NADH; (2) el grupo hem del citocromo c; y (c) ubiquinona (coenzima 
Q). Los grupos hem de los diversos citocromos de la cadena transporta- 
dora de electrones difieren en las sustituciones en los anillos de porfirina 


(indicado por la sombra azul) y el tipo de enlace con la proteína. Los 
citocromos pueden aceptar sólo un electrón, mientras que FMN y las 
quinonas pueden aceptar dos electrones y dos protones en reacciones 
sucesivas, como se muestra. FAD difiere de FMN porque tiene un grupo 
adenosina unido con el fosfato. 
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principales flavoproteínas de las mitocondrias son la deshi- 
drogenasa de NADH de la cadena de transporte de electro- 
nes y la deshidrogenasa de succinato del ciclo del TCA. 


E Los citocromos son proteínas que contienen grupos prosté- 
ticos hem (como el descrito para la mioglobina en la página 
57). El átomo de hierro de un grupo hem presenta una transi- 
ción reversible entre los estados de oxidación Fe**y reducción 
de Fe?*como resultado de la aceptación y pérdida de un solo 
electrón (fig. 5-124). Hay tres tipos distintos de citocromo, a, 
b y c en la cadena transportadora de electrones que difieren 
entre sí por las sustituciones dentro del grupo hem (indicado 
por las porciones sombreadas azules en la figura 5-122). 


m Tres átomos de cobre que se localizan dentro de un solo 
complejo proteico de la membrana mitocondrial interna (fig. 
5-19) aceptan y donan un solo electrón cuando alternan entre 
los estados de oxidación Cu?*y reducción de Cu!”. 


m La ubiquinona (UC o coenzima Q) es una molécula lipo- 
soluble que contiene una cadena hidrófoba larga compuesta 
de unidades isoprenoides de cinco carbonos (fig. 5-12c). Al 
igual que las flavoproteínas, cada ubiquinona puede aceptar y 
donar dos electrones y dos protones. La molécula en estado 
de reducción parcial es el radical libre ubisemiquinona y la 
molécula reducida por completo es ubiquinol (UQH). UQ/ 
UQH, permanece dentro de la bicapa lipídica de la membra- 
na, donde se puede difundir con rapidez a los lados. 


m Las proteínas con hierro y azufre son proteínas que contie- 
nen hierro en las que los átomos de este metal no se localizan 
dentro de un grupo hem, sino que están unidos con átomos 
de azufre inorgánico como parte del centro de hierro-azufre. 
Los centros más frecuentes contienen dos o cuatro átomos de 
hierro y azufre, designados [2Fe-28] y [4Fe-4S], y enlazados 
con la proteína en los residuos de cisteína (fig. 5-13). Aun- 
que un solo centro puede tener varios átomos de hierro, el 
complejo entero es capaz de aceptar y donar un solo electrón. 
El potencial redox de un centro hierro-azufre depende de la 
hidrofobicidad y la carga de los residuos de aminoácidos que 
constituyen su ambiente local. Como grupo, las proteínas con 
hierro-azufre tienen potenciales que van de —700 mV a cerca 
de +300 mV, correspondiente a una porción considerable del 
espectro en el que ocurre el transporte de electrones. Se han 
identificado más de una docena de centros de hierro-azufre 
diferentes dentro de las mitocondrias. 


Los portadores de la cadena transportadora de electrones es- 
tán dispuestos en orden de potencial redox positivo creciente (fig. 
5-14). Cada transportador se reduce con la ganancia de electro- 
nes a partir del portador precedente en la cadena y luego se oxida 
por la pérdida de electrones a favor del portador que le sigue. 
Por lo tanto, los electrones se pasan de un portador al siguiente 
y pierden energía conforme se desplazan “colina abajo” a lo largo 
de la cadena. El aceptor final de esta “cadena de cubos” de elec- 
trones es O,, el cual acepta los electrones con energía agotada y 
se reduce para formar agua. Britton Chance et al. de la University 
of Pennsylvania descubrieron la secuencia específica de los porta- 
dores que constituyen la cadena transportadora de electrones con 
diversos inhibidores que bloquean el transporte de electrones en 
sitios específicos a lo largo de la ruta. En la figura 5-15 se muestra 
una analogía del concepto de estos experimentos. En cada caso se 


FIGURA 5-13 Centros de hierro-azufre. Estructura de un centro de 
hierro-azufre [2Fe-25] (a) y uno [4Fe-48] (b). Ambos tipos de centros 
de hierro-azufre se unen con proteínas mediante enlaces con un átomo de 
azufre (mostrado en naranja) de un residuo de cisteína. Los iones sul- 
furo inorgánicos (S°) aparecen en amarillo. Ambos tipos de centros de 
hierro-azufre aceptan un solo electrón, cuya carga se distribuye entre los 
diversos átomos de hierro. 


agregó un inhibidor a las células y se identificó el estado de oxi- 
dación de varios portadores de electrones en las células inhibidas. 
Esta identificación puede efectuarse con un espectrofotómetro 


+0.6 


+0.8 


FIGURA 5-14 Disposición de varios portadores en la cadena transpor- 
tadora de electrones. El diagrama ilustra el potencial redox aproxima- 
do de los portadores y el declive de la energía libre cuando los pares de 
electrones se mueven a lo largo de la cadena respiratoria hasta el oxígeno 
molecular. Los numerosos centros de hierro-azufre no están indicados en 
esta figura para conservarla esquemática. Como se explica en la sección 
siguiente, cada una de las tres transferencias de electrones marcadas por 
flechas rojas aporta energía suficiente para mover protones a través de la 
membrana mitocondrial interna, lo que a su vez proporciona la energía 
necesaria para generar ATP a partir de ADP. (Tomana DE A. L. LEHNIN- 
GER, BIOCHEMISTRY, 2ND ED. 1975. WORTH PUBLISHERS, NUEVA YORK.) 
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FIGURA 5-15 Uso experimental de los inhibidores para identificar la 
secuencia de los portadores en la cadena transportadora de electro- 
nes. En esta analogía hidráulica, el tratamiento de las mitocondrias con 
el inhibidor antimicina A deja a los portadores corriente arriba (NADH) 
del punto de inhibición en el estado reducido total y a los portadores 
corriente abajo (O,) en el estado oxidado completo. La comparación de 
los efectos de varios inhibidores reveló el orden de los portadores en la 
cadena. (TOMADA DE A.L. LEHNINGER, BIOCHEMISTRY, 2ND ED. 1975, 
WorTH PUBLISHERS, NUEVA YORK.) 


FIGURA 5-16 Trayecto de túneles de electrones para el complejo ci- 
tocromo c-percitocromo oxidasa c de la levadura. El grupo hem del 
citocromo c es azul y el de la percitocromo oxidasa c (que no es un por- 
tador en la cadena mitocondrial de transporte de electrones, sino que 
proporciona un receptor análogo de electrones del cual se conoce la es- 
tructura cristal de alta resolución) es rojo. Existen varios trayectos de- 
finidos (amarillo) para el movimiento de electrones de un hem a otro. 
Cada uno de los trayectos transporta electrones por varios residuos de 
aminoácidos situados entre los grupos hem. (Puede señalarse que se 
han propuesto otros mecanismos de transferencia de electrones.) (De 
Jerrrey J. Recan y J.N. ONUQHic, TOMADA DE Davip N. BERATAN 
ET AL; REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE SCIENCE 258:1741, 1992. O 
1992, AMERICAN ÅSSOCIATION FOR THE ÁDVANCEMENT OF SCIENCE.) 


que mide la absorción de la luz de una muestra en varias longi- 
tudes de onda. La medición revela si un portador particular se 
encuentra en el estado reducido u oxidado. En el caso presentado 
en la figura 5-15, la adición de antimicina A bloquea el transpor- 
te de electrones en el sitio que dejaba NADH, FMNH,, QH, y 
citocromo ¿4 en estado reducido y los citocromos c y a en estado 
oxidado. Este resultado indica que NAD, FMN, Q y citocromo 
b se localizan “antes” del bloqueo. En cambio, un inhibidor (p. 
ej., rotenona) que actúa entre FMN y Q sólo dejaría a NADH 
y FMNH, en el estado reducido. Por consiguiente, al identificar 
los componentes reducidos y oxidados en presencia de distintos 
inhibidores, puede establecerse la secuencia de los portadores. 

La tendencia de los electrones a transferirse de un trans- 
portador al siguiente depende de la diferencia de potencial entre 
los dos centros redox, pero la velocidad de transferencia guarda 
relación con las actividades catalíticas de las proteínas implica- 
das. Esta diferenciación entre la termodinámica y la cinética es 
similar a la explicada en la página 93 respecto de la actividad 
de las enzimas. Los estudios indican que los electrones pueden 
transcurrir distancias considerables (10 a 20 Á) entre centros re- 
dox adyacentes y que es probable que los electrones fuyan por 
“túneles” especiales consistentes en una serie de enlaces cova- 
lentes y de hidrógeno que se extienden entre las partes de varios 
residuos de aminoácidos. La figura 5-16 muestra un ejemplo de 
una de estas vías propuestas referente al citocromo c. 


Complejos transportadores de electrones Cuando se 
rompe la membrana mitocondrial interna con un detergente 
pueden aislarse los diversos portadores de electrones como par- 
te de cuatro complejos distintos asimétricos que cruzan toda la 
membrana y que se identifican como complejos 1, II, I y IV 
(fig. 5-17). A cada uno de estos cuatro complejos se les puede 
asignar una función distinta en la vía general de oxidación. Dos 
componentes de la cadena transportadora de electrones, cito- 
cromo c y ubiquinona, no son parte de ninguno de los cuatro 
complejos. La ubiquinona existe como parte de una reserva de 
moléculas disueltas en la bicapa lipídica y el citocromo c es una 
proteína soluble en el espacio intermembranal. Se cree que la 
ubiquinona y el citocromo c se mueven dentro o a lo largo de 
la membrana y transfieren electrones entre los complejos protei- 
cos grandes y relativamente inmóviles. Una vez dentro de alguno 
de estos complejos inmóviles, los electrones viajan a lo largo de 
trayectos definidos (del tipo ilustrado en la figura 5-16) entre 
los centros redox adyacentes cuyas posiciones relativas están fijas. 

Cuando el NADH es el donador de electrones, éstos entran 
a la cadena respiratoria a través del complejo I, el cual transfiere 
electrones a la ubiquinona y genera ubiquinol (figs. 5-12 y 5-17). 
A diferencia del NADH, que puede difundirse lejos de estas des- 
hidrogenasas solubles, FADH, permanece unido con un enlace 
covalente a la deshidrogenasa de succinato, un componente del 
complejo II. Cuando el donador es FADH,, los electrones pasan 
de manera directa a la ubiquinona y evitan el paso a través del 
extremo final de la cadena, que tiene un potencial redox dema- 
siado negativo para aceptar los electrones con menor energía del 
nucléotido de flavina (fig. 5-14). 

Si se examinan los potenciales redox de los portadores su- 
cesivos en la figura 5-14, resulta evidente que hay tres sitios en 
los que la transferencia de electrones se acompaña de una libe- 
ración notable de energía libre. Cada uno de estos sitios de unión 
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FIGURA 5-17 Cadena transportadora de electrones de la membrana 
mitocondrial interna. (4) La cadena respiratoria consiste en cuatro 
complejos de portadores de electrones y dos portadores más (ubiquino- 
na y citocromo c) que se disponen de manera independiente. Los elec- 
trones entran a la cadena a partir de NADH (mediante el complejo I) o 
FADH, (una parte del complejo I). Los electrones pasan del complejo 
To IT a la ubiquinona (UQ), la cual existe como una reserva dentro de la 
bicapa de lípidos. Luego, los electrones pasan de la ubiquinona reducida 
(ubiquinol) al complejo IJI y después al citocromo c proteico periférico, 
que al parecer es móvil. Los electrones se transfieren del citocromo c 
al complejo IV (citocromo oxidasa) y después al O, para formar H,O. 
Se indican los sitios de translocación de protones de la matriz al lado 
citosólico. El número preciso de protones translocados a cada sitio aún 


(acoplamiento), como se llaman, ocurre entre portadores que son 
parte de uno de los tres complejos, I, III y IV. La energía dispo- 
nible, liberada cuando los electrones pasan por estos tres sitios, 
se conserva por la translocación de protones de la matriz a través 
de la membrana interna hacia el espacio intermembranal. Estos 
tres complejos proteicos se describen a menudo como bombas de 


Succináto 1/20, +2H+ 


Fumarato 


Complejo II Complejo IV 
Deshidrogenasa Citocromo 
de succinato oxidasa c 


es motivo de controversia; el número indicado es un consenso general. 
Hay que tener presente que las cantidades de protones que se muestran 
son las generadas por cada par de electrones transportados, suficientes 
para reducir sólo la mitad de una molécula de O,. (La translocación 
de protones por el complejo III ocurre mediante un ciclo Q, El ciclo 
Q puede dividirse en dos pasos, cada uno de los cuales conduce a la 
liberación de dos protones hacia el lado citosólico.) (4) Estructuras de 
los componentes proteicos de la cadena transportadora de electrones 
(versiones mitocondrial o bacteriana). Aún se desconoce la estructura 
terciaria del complejo I, pero se indica su forma general. (8: TOMADA DE 
Brian E. ScHuLrz Y SunNeEyY I. CHAN, REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN 
DE An Rev Bior BiomoL STrUC, VOL. 30. O 2001, ANNUAL REVIEWS, 
Inc.) 


protones. Las translocaciones de protones por estos complejos 
transportadores de electrones establecen el gradiente de protones 
que impulsa la síntesis de AT'P. La capacidad de estas máquinas 
moleculares notables para actuar como unidades independien- 
tes de translocación de protones puede demostrarse si se purifica 
cada una de ellas y se les incorpora de manera individual en ve- 
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FIGURA 5-18 Demostración experimental de que la citocromo oxidasa 
es una bomba de protones. Cuando la citocromo oxidasa purificada se 
incorpora en la bicapa artificial de un liposoma, el medio se acidifica 
después de la adición de citocromo c reducido. Esto indica que cuando 
los electrones se transfieren del citocromo c a la citocromo oxidasa y el 
O, se reduce hasta agua, los protones se trasladan del compartimiento 
dentro de la vesícula al medio externo. Márten Wikstróm y sus cole- 
gas realizaron este experimento por primera vez en el decenio de 1960. 
(REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE M.I. VERKHOVSKY, ET AL. NATURE 
400:481, 1999. © 1999, MacmiLLAN MAGAZINES LIMITED.) 


sículas artificiales de lípidos. Cuando se aporta un donador de 
electrones adecuado, estas vesículas junto con las proteínas son 
capaces de aceptar electrones y usar la energía liberada para bom- 
bear protones a través de la membrana de la vesícula (fig. 5-18). 

En los últimos años ha habido grandes avances en la des- 
cripción de la configuración molecular de todos los complejos 
proteicos de la membrana interna (fig. 5-170). Los investigado- 
res ya no se preguntan cómo se ven estas proteínas; más bien 
utilizan la abundante información estructural para comprender 
cómo funcionan. A continuación se analizan de forma breve las 
versiones que tienen los mamíferos de cada uno de estos com- 
plejos transportadores de electrones, que en conjunto contienen 
cerca de 70 polipéptidos diferentes. Las versiones bacterianas 
son mucho más sencillas que sus contrapartes en los mamíferos y 
contienen muchas menos subunidades. Las subunidades adicio- 
nales de los complejos de los mamíferos no poseen centros redox 
y se cree que funcionan en la regulación o ensamble del complejo y 
no en el transporte de electrones. En otras palabras, el proceso 
básico del transporte de electrones durante la respiración ha per- 
manecido sin cambios desde su evolución hace miles de millones 
de años en los ancestros procariotas. 


Complejo 1 (o deshidrogenasa de NADH) El complejo 1 es la 
puerta de entrada a la cadena transportadora de electrones y ca- 
taliza la transferencia de un par de electrones de NADH a la 
ubiquinona (UQ) para formar ubiquinol (UQH.). La versión de 
los mamíferos del complejo 1 es un conglomerado enorme con 
forma de L que contiene por lo menos 45 subunidades diferentes 
y representa una masa molecular cercana a 1 millón de daltones. 
Siete de las subunidades, todos polipéptidos hidrófobos que cru- 


zan la membrana, se codifican por genes mitocondriales y son 
homólogos de los polipéptidos bacterianos. Como se indica en 
la figura 5-174, el complejo 1 es el único miembro de la cadena 
transportadora de electrones cuya estructura tridimensional aún 
no se ha resuelto por cristalografía por rayos X hasta el momento 
en que se escribió esta obra. El complejo 1 incluye una flavopro- 
teína con FMN que oxida al NADH, por lo menos ocho centros 
de hierro-azufre distintos y dos moléculas unidas de ubiquinona. 
Se cree que el paso de un par de electrones por el complejo 1 se 
acompaña del movimiento de cuatro protones de la matriz hacia 
el espacio intermembranal. La importancia de la disfunción del 
complejo 1 como causa de neurodegeneración se considera en la 


página 202. 


Complejo II (o deshidrogenasa de succinato) El complejo I con- 
siste en cuatro polipéptidos: dos subunidades hidrófobas que 
fijan la proteína a la membrana y dos subunidades hidrofílicas 
que comprenden la enzima del ciclo del TCA deshidrogenasa de 
succinato. El complejo 11 suministra una vía para alimentar a los 
electrones de baja energía (los cercanos a O mV) del succinato a 
FAD y ubiquinona (figs. 5-14 y 5-17). El trayecto de FADH, 
en el sitio catalítico a la ubiquinona mueve a los electrones una 
distancia de 40 Á a través de tres cúmulos diferentes de hierro- 
azufre. El complejo II también contiene un grupo hem, el cual se 
piensa que atrae a los electrones escapados, lo que previene que 
se formen radicales superóxido destructivos (pág. 34). La trans- 
ferencia de electrones a través del complejo II no se realiza por 
translocación de protones. 


Complejo II (o citocromo bc) El complejo II cataliza la trans- 
ferencia de electrones del ubiquinol al citocromo c. Las evalua- 
ciones experimentales sugieren que se bombean cuatro proto- 
nes a través de la membrana por cada par de electrones que se 
transfiere por el complejo III. Los protones se liberan hacia el 
espacio intermembranal en dos pasos separados impulsados por 
la energía que se libera cuando dos electrones se separan entre sí 
y pasan por diferentes vías a través del complejo. Dos protones 
provienen de la molécula de ubiquinol que ingresó al complejo. 
Dos protones más se retiran de la matriz y se trasladan a través 
de la membrana como parte de una segunda molécula de ubiqui- 
nol. Tres de las subunidades del complejo III contienen grupos 
redox: el citocromo 4 posee dos moléculas hem ¿con diferentes 
potenciales redox, citocromo c, y una proteína con hierro-azufre. 
El citocromo ¿ es el único polipéptido del complejo que se codi- 
fica en un gen mitocondrial. 


Complejo IV (o citocromo oxidasa c) El paso final en el transporte 
de electrones en una mitocondria es la transferencia sucesiva de 
electrones del citocromo c reducido al oxígeno de acuerdo con la 
siguiente reacción: 


2 citt +2 H+ +30, > 2 cit t + H,O 
Para reducir una molécula de O,; 
4 cit °t + 4H? + 0,>2 cit e+ +2 H,0 


El complejo IV cataliza la reducción de O,, este complejo es una 
enorme estructura de polipéptidos conocida como citocromo 
oxidasa. La citocromo oxidasa fue el primer componente de la 
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cadena de transporte de electrones que se demostró actúa como 
bomba de protones, lo cual se llevó a cabo con el experimen- 
to mostrado en la figura 5-18 en el que se incorporó la enzima 
purificada en vesículas que contienen una bicapa lipídica artifi- 
cial (liposomas). La adición del citocromo c reducido al medio 
se acompañó de la expulsión de iones H* de las vesículas, lo 
cual se mide como la caída en el pH circundante. Ya sea den- 
tro de un liposoma o en la membrana mitocondrial interna, la 
translocación de protones se suma a cambios de la conforma- 
ción generados por la liberación de energía que acompaña a la 
transferencia de electrones. Se cree que por cada molécula de O, 
reducida por la citocromo oxidasa se captan ocho protones de la 
matriz. Cuatro de estos protones se consumen en la formación 
de dos moléculas de agua, como se indicó antes; los otros cuatro 
protones se trasladan a través de la membrana y se liberan en el 
espacio intermembranal (fig. 5-17). Por consiguiente, la reacción 
total puede escribirse así: 

4 cit c?* +8 H+ 


matriz 


+O, => 
4 cit àt + 2 H,O + 4 H* 


citosol 


Los seres humanos producen unos 300 ml de “agua metabólica” 
mediante esta reacción al día. Se puede señalar que varios ve- 
nenos respiratorios potentes, incluidos el monóxido de carbono 
(CO), azida (N;) y cianuro (CN”) ejercen su efecto tóxico me- 
diante la unión con el sitio hem a, de la citocromo oxidasa. (El 
monóxido de carbono también se une con el grupo hem de la 
hemoglobina.) 


Una mirada más cercana a la citocromo oxidasa La ci- 
tocromo oxidasa consta de 13 subunidades, tres de las cuales son 
codificadas por el genoma mitocondrial y contienen los cuatro 
centros redox de la proteína. Se han realizado investigaciones 
intensivas sobre el mecanismo de transferencia de electrones a 
través del complejo IV, sobre todo en los laboratorios de Mårten 
Wikstróm en la University of Helsinki, Finlandia, y en el grupo 
de Gerald Babcock de la Michigan State University. Un desafío 
importante para los investigadores consiste en explicar cómo los 
portadores que son los únicos capaces de transferir electrones 
individuales pueden reducir una molécula de O, a dos moléculas 
de H,O, un proceso que requiere cuatro electrones (junto con 
cuatro protones). Lo más importante es que el proceso debe ser 
muy eficiente porque la célula trata con sustancias muy peligro- 
sas; la liberación “accidental” de las especies de oxígeno parcial- 
mente reducidas puede dañar todas las macromoléculas de la 
célula (pág. 34). 

El movimiento de electrones entre los centros redox de la 
citocromo oxidasa se muestra en la figura 5-19. Los electrones 
se transfieren uno a la vez del citocromo c a través de un centro 
de cobre bimetálico (Cu,) de la subunidad II a un hem (hem 
a) de la subunidad I. De ahí, los electrones se pasan a un centro 
redox localizado en la subunidad I que contiene un segundo hem 
(hem a,) y otro átomo de cobre (Cuy) situado a menos de 5 Á 
de distancia. La aceptación de los primeros dos electrones reduce 
el centro binuclear a,-Cuz de acuerdo con la siguiente reacción: 


Fe3t+ Cut + 207 > Fe?t+ Cult 
4 43 


Una vez que el centro binuclear acepta su segundo electrón, una 
molécula de O, se une al centro. El doble enlace O=0 se rompe 


Cite Espacio 
S intermembranal 
Hem a Dominio 


de membrana 


y 2H,0 


4H* 4H* 


Translocación Sustrato Matriz 


FIGURA 5-19 Mecanismo de acción de la citocromo oxidasa. Modelo 
que muestra el flujo de electrones por los cuatro centros redox de la cito- 
cromo oxidasa. Los átomos de hierro se muestran como esferas rojas, los 
de cobre como esferas amarillas. Se cree que los electrones pasan uno a 
la vez del citocromo c al centro dimérico de cobre (Cu,), luego al grupo 
hem del citocromo a, después al centro redox binuclear formado por un 
segundo hierro (del grupo hem del citocromo a,) y un ion cobre (Cu). 
Se indican las estructuras y las orientaciones sugeridas de los centros 
redox. (Tomapa DE M. WIKSTRÖM, ET AL., Briochim BriorHYys ACTA 


1459:515, 2000.) 


cuando los átomos de oxígeno aceptan un par de electrones del 
centro binuclear a,-Cu, reducido, lo que probablemente forma 
un anión peróxido reactivo O”. 


Fe?*—0 > Fet — O7 


ar 


O Cu'* 
El ion peróxido es el componente con mayor energía en la se- 
cuencia de reacción y reacciona con rapidez para extraer un tercer 
electrón, ya sea del hem mismo o de un residuo de aminoácido 
cercano. Al mismo tiempo, el centro binuclear acepta dos proto- 
nes de la matriz, lo que separa el enlace covalente O—O y reduce 
uno de los átomos de oxígeno. 


Fett=0% Cu**—OH, 


El paso de un cuarto electrón y la captura de dos protones adi- 
cionales de la matriz permiten la formación de dos moléculas 


de agua: 
Fe** + Cu?* + 2 H,O 


Por cada protón que se retira de la matriz, queda un exceso de 
carga negativa (en forma de un OH), lo que contribuye en for- 
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ma directa al gradiente electroquímico a través de la membrana 
mitocondrial interna. 

Como se mencionó antes, los protones captados de la ma- 
triz se utilizan de dos formas muy distintas. Por cada molécula 
de O, que se reduce a 2 H,O por acción de la citocromo oxidasa: 
1) se consumen cuatro iones H* en esta reacción química y 2) 
cuatro iones H* adicionales se trasladan a través de la membra- 
na mitocondrial interna. Los primeros cuatro protones pueden 
denominarse protones de “sustrato” (o químicos) y los últimos 
cuatro como protones “bombeados”. El movimiento de ambos 
grupos de protones contribuye al gradiente electroquímico a tra- 
vés de la membrana. 

Con la publicación de la estructura cristalina tridimensio- 
nal de la citocromo oxidasa se hizo posible la búsqueda de vías 
a través de las cuales podrían moverse los protones de sustrato 
y los bombeados por la enorme proteína. A diferencia de otros 
iones (p. ej., Na* o CI”) que deben difundirse por sí solos toda la 
distancia que cruzan, los iones H* pueden “saltar” por un canal 
cuando se intercambian con otros protones presentes a lo lar- 
go del trayecto. Estas vías conductoras de protones (o “cables 
de protones”) pueden identificarse porque constituyen cuerdas de 
residuos ácidos, residuos con enlaces de hidrógeno y moléculas 
de agua atrapadas. Los investigadores ya identificaron posibles 
conductos de protones dentro de la molécula, pero su función 
aún no se confirma de manera experimental. Por desgracia, los 
modelos estructurales estáticos no pueden revelar por sí mismos 
los movimientos dinámicos que ocurren dentro de la proteína 
durante su función. Es probable que la energía liberada por la 
reducción de O, se utilice para impulsar los cambios en la con- 
formación que alteran los estados de ionización y localizaciones 
precisas de las cadenas laterales de los aminoácidos dentro de es- 
tos canales. A su vez, estos cambios promoverían el movimiento 
de iones H* a través de la proteína. 


1. Describa los pasos por los cuales el transporte de 
electrones en la cadena respiratoria conduce a la 
formación de un gradiente de protones. 

2. Delos cinco tipos de transportadores de electrones, 
¿cuál tiene la menor masa molecular, ¿cuál posee la 
mayor proporción entre átomos de hierro y electrones 
transportados?, ¿cuál tiene un componente que se localiza 
fuera de la bicapa lipídica?, ¿cuál es capaz de aceptar 
protones y electrones y cuál sólo acepta electrones? 

3. Describa la relación entre la afinidad de un compuesto 
por los electrones y su capacidad para actuar como 
agente reductor. ¿Cuál es la relación entre el potencial 
para transferencia de electrones de un agente reductor y 
la capacidad del otro miembro de esa pareja para actuar 
como agente oxidante? 

4. Observe la figura 5-12 y describa en qué son similares 
los estados de semiquinona de la ubiquinona y FMN. 

5. ¿A qué se refiere el centro binuclear de la citocromo 
oxidasa?, ¿cómo funciona en la reducción de O,? 

6. ¿Cuáles son las dos maneras distintas en las que la 
citocromo oxidasa contribuye al gradiente de protones? 

7. ¿Por qué algunas transferencias de electrones producen 
una mayor liberación de energía que otras? 


5.4 TRANSLOCACIÓN DE PROTONES 
Y ESTABLECIMIENTO DE UNA FUERZA 
MOTRIZ PARA PROTONES ——  ěć = Žž 


Ya se mencionó que la energía libre producida durante el trans- 
porte de electrones se utiliza para mover protones de la matriz 
hacia el espacio intermembranal y el citosol. La translocación de 
protones a través de la membrana interna es electrogénica (pro- 
duce voltaje) porque aumenta la cantidad de cargas positivas en 
el espacio intermembranal y el citosol, así como una mayor canti- 
dad de cargas negativas dentro de la matriz. Por lo tanto, hay dos 
componentes del gradiente de protones que deben considerarse. 
Uno de ellos es la diferencia en la concentración de iones hidró- 
geno entre un lado de la membrana y el otro, es decir, un gra- 
diente de pH (ApH). El otro componente es el voltaje (Y) que se 
produce por la separación de carga a través de la membrana. Un 
gradiente que tiene un componente de concentración (químico) 
y otro eléctrico (voltaje) es un gradiente electroquímico (pág. 144). 
La energía presente en ambos componentes del gradiente elec- 
troquímico puede combinarse y expresarse como fuerza motriz 
de protones (Ap), que se mide en milivoltios. En consecuencia: 


Ap = Y -2.3 (RT/F) ApH 
Como 2.3 RT/F es igual a 59 mV a 25°C, la ecuación? puede 


escribirse como sigue: 
Ap = y -59 ApH 


La contribución del potencial eléctrico a la fuerza motriz de 
protones comparada con la contribución que hace el gradiente 
de pH depende de las propiedades de permeabilidad de la mem- 
brana interna. Por ejemplo, si el movimiento de protones hacia 
el exterior durante el transporte de electrones se acompaña de 
iones cloro con carga negativa, el potencial eléctrico (y) se re- 
duce sin afectar el gradiente de protones (ApH). Las mediciones 
que se han realizado en varios laboratorios sugieren que las mi- 
tocondrias con actividad respiratoria generan una fuerza motriz 
de protones cercana a 220 mV a través de su membrana interna. 
En las mitocondrias de los mamíferos, cerca de 80% de la energía 
libre de Ap está representada por el componente de voltaje y el 
otro 20% por la diferencia en la concentración de protones (al- 
rededor de 0.5 a 1 unidad de pH de diferencia). Si la diferencia 
en la concentración de protones fuera mucho mayor que esto, es 
probable que afectara la actividad de las enzimas citoplasmáticas. 
El voltaje transmembranoso a través de la membrana mitocon- 
drial interna puede visualizarse con tintes liposolubles de carga 
positiva que se distribuyen a través de las membranas en propor- 
ción con el potencial eléctrico (fig. 5-20). 

Cuando las células se tratan con cierto tipo de agentes li- 
posolubles, en particular 2,4-dinitrofenol (DNP), continúa la 
oxidación de sustratos sin poder generar ATP. En otras palabras, 
el DNP desacopla la oxidación de la glucosa y la fosforilación 


En otras palabras, una diferencia de una unidad de pH, que representa una 
diferencia de 10 veces en la concentración de H* a través de la membrana, 
equivale a una diferencia en el potencial de 59 milivoltios, equivalente a una 


diferencia de energía libre de 1.37 kcal/mol. 
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FIGURA 5-20 Visualización de la fuerza motriz de protones. Micro- 
grafía fluorescente de una célula cultivada teñida con el compuesto 


fluorescente catiónico rodamina. Cuando la célula está activa, el voltaje 
generado a través de la membrana interna (interior negativo) da lugar 
a la acumulación de la sustancia liposoluble dentro de las mitocondrias, 
lo que hace que estos organelos emitan fluorescencia. (ToMADA DE L. 
V. JOHNSON, ET AL., J. CELL BIOL. 88:528, 1981, CORTESÍA DE Lan Bo 
CHEN, CON AUTORIZACIÓN DEL TITULAR DEL COPYRIGHT, THE Rocke- 
FELLER UNIVERSITY Press.) 


del ADP. Gracias a esta propiedad, el DNP se utiliza bastante 
en el laboratorio para inhibir la formación de ATP. Durante el 
decenio de 1920, unos cuantos médicos prescribían DNP como 
agente para reducir el peso corporal. Cuando se exponen a este 
fármaco, las células de los pacientes obesos continúan la oxida- 
ción de sus reservas de grasa en un intento vano para mantener 
los niveles normales de ATP. La práctica cesó por las muertes 
de varios pacientes que ingirieron el fármaco. Con la formula- 
ción de la teoría quimioosmótica y la confirmación de que las 
mitocondrias generan un gradiente de protones, se comprendió 
el mecanismo de la acción del DNP. Este agente desacopla la 
oxidación y la fosforilación porque se combina con protones y, 
debido a su solubilidad en lípidos, transporta protones a través de 
la membrana mitocondrial interna en favor del gradiente elec- 
troquímico. 

Para que se mantenga una fuerza motriz de protones es ne- 
cesario que la membrana mitocondrial interna permanezca muy 
impermeable a éstos. De lo contrario, el gradiente establecido 
por el transporte de electrones se disipa en poco tiempo por el 
escape de protones de regreso a la matriz, lo que conduce a 
la liberación de energía en forma de calor. Resultó sorprenden- 
te descubrir que la membrana mitocondrial interna de ciertas 
células contiene proteínas que actúan como desacopladores na- 
turales (endógenos). Estas proteínas, llamadas proteínas de des- 
acoplamiento (o UCB uncoupling proteins), son muy abundantes 
en el tejido adiposo pardo de los mamíferos, que funciona como 
fuente de producción de calor durante la exposición a bajas tem- 
peraturas. Los seres humanos lactantes también dependen de 


depósitos de grasa parda para mantener la temperatura corporal. 
Estas células de grasa parda desaparecen en su mayoría cuando 
crecemos, lo cual nos hace dependientes de la contracción mus- 
cular (al tiritar de frío) para generar calor corporal. La UCP1 
es el centro de atención de varias compañías farmacéuticas que 
esperan desarrollar productos que estimulen esta proteína como 
parte de un régimen de pérdida de peso. Otras isoformas de 
UCP (UCP2 a UCP5) se encuentran en varios tejidos, en espe- 
cial en células del sistema nervioso, pero sus funciones son tema 
de controversia. Conforme a una hipótesis, las UCP presentes en 
la membrana mitocondrial interna impiden la acumulación de 
una fuerza protomotriz excesivametne grande. Si tal estado 
de alta energía se creara podría bloquear el paso de electrones a 
través de los complejos respiratorios, causando el escape de elec- 
trones y la producción de radicales de oxígeno reactivos. 

Los experimentos que permitieron la aceptación de la fuer- 
za motriz de protones como un intermediario en la formación de 


ATP no se describen aquí. 


1. ¿Cuáles son los dos componentes de la fuerza motriz de 
protones y cómo varía su contribución relativa de una 
célula a otra? 

2. ¿Cuál es el efecto del dinitrofenol en la formación de 
ATP en las mitocondrias?, ¿por qué? 


5.5 MECANISMOS PARA LA FORMACIÓN 
DEA Ž = > 


Una vez que se describió la forma en que el transporte de elec- 
trones genera un gradiente electroquímico de protones a través 
de la membrana mitocondrial interna, se puede tratar la maqui- 
naria que utiliza la energía almacenada en este gradiente para 
impulsar la fosforilación del dinucleótido de adenina. 

A principios del decenio de 1960, Humberto Fernandez 
Moran, del Massachussetts General Hospital examinó mitocon- 
drias aisladas con la técnica para entonces nueva de tinción nega- 
tiva. Fernandez Moran descubrió una capa de esferas unidas a la 
cara interna (matriz) de la membrana interna que sobresalían de 
la membrana y se unían a ésta mediante tallos (fig. 5-21). Unos 
cuantos años después, Efraim Racker de la Cornell University 
aisló las esferas de la membrana interna, a las que llamó factor de 
acoplamiento 1, o tan sólo F,. Racker descubrió que las esferas F, 
se comportaban como una enzima que hidroliza el ATP, es decir, 
una ATP-asa. A primera vista, parece ser un hallazgo peculiar. 
¿Por qué tendrían las mitocondrias una enzima predominante 
que hidroliza la sustancia que se supone producen? 

Si se considera que la hidrólisis del ATP es la reacción in- 
versa a su formación, la función de las esferas F, se torna más evi- 
dente; contiene el sitio catalítico en el que ocurre normalmente 
la formación de ATP. Hay que recordar lo siguiente: 


1. Las enzimas no afectan la constante de equilibrio de la reac- 
ción que catalizan. 


2. Las enzimas son capaces de catalizar las reacciones en un sen- 
tido y en el contrario. 


10nm 


FIGURA 5-21 Mecanismos para la síntesis del ATP. Micrografía elec- 
trónica de una pequeña porción de una mitocondria de corazón bovino 
secada al aire y con tinción negativa. En las magnificaciones cercanas 
a medio millón se ven partículas esféricas (fecha) unidas mediante un 
tallo delgado a la superficie interna de las membranas de las crestas. (To- 
MADA DE HUMBERTO FERNANDEZ-MORAN, ET AL. J CELL Bior 22:71, 
1964; CON AUTORIZACIÓN DE LOS DERECHOS RESERVADOS DE ROCKEFE- 
LLER Un1IVERsSITY Press.) 


Por consiguiente, la dirección de una reacción catalizada por 
enzimas en un momento determinado depende de las condicio- 
nes prevalecientes. Esto se demuestra bien en los experimentos 
con otras AT'Pasas, como la ATPasa de Na*/K*-ATPasa de la 
membrana plasmática (pág. 153). Cuando se trató esta enzima en 
el capítulo 4, se describió como una enzima que utiliza la energía 
obtenida de la hidrólisis del ATP para exportar Na* e importar 
K* contra sus gradientes respectivos. En la célula, esta es la única 
función de la enzima. Sin embargo, en condiciones experimenta- 
les, esta enzima puede catalizar la formación de ATP en lugar de 


kt 


Na*-K* ATP-asa 


FIGURA 5-22 Un experimento para impulsar la formación de ATP en 
las vesículas de membrana reconstituidas con la ATP-asa de Na*/K*. 
Al hacer que estas vesículas tengan una concentración interna muy alta 
de K* y concentración externa muy elevada de Na”, se favorece que la 
reacción funcione en sentido contrario al que ocurre en condiciones nor- 
males en la membrana plasmática. En el proceso se forma ATP a partir 
de ADP y P.. El tamaño de las letras indica la dirección de los gradientes de 


concentración. 
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la hidrólisis (fig. 5-22). Para obtener tales condiciones, se prepa- 
raron fantasmas de eritrocitos (pág. 141) con una concentración 
interna de K* muy alta y una concentración externa de Na* muy 
alta, mayores a las existentes en el cuerpo. En estas condiciones, 
el K* sale de la “célula” y el Na” ingresa a la “célula”. Ambos 
iones se mueven en favor de sus gradientes respectivos, en lugar 
del sentido opuesto como sucedería en condiciones normales en 
una célula viva. Si existen ADP y P, en el fantasma celular, el 
movimiento de iones induce la síntesis de ATP en lugar de la 
hidrólisis. Los experimentos como éste ilustran la realidad de lo 
que podría esperarse con base en la reversibilidad teórica de las 
reacciones catalizadas por enzimas. También ejemplifican la ma- 
nera en que puede usarse un gradiente iónico para impulsar una 
reacción en la que el ADP se fosforila hasta ATP, que es lo que 
ocurre en la mitocondria. La fuerza de impulso es la fuerza mo- 
triz de protones establecida por el transporte de electrones. 


La estructura de la sintasa de ATP 


Aunque la esfera F, es la porción catalítica de la enzima que pro- 
duce el ATP en la mitocondria, esto no es una descripción com- 
pleta. La enzima productora de ATP, la sintasa de ATP, es un 
complejo proteínico en forma de hongo (fig. 5-23a) conformada 
por dos componentes principales: una cabeza F, esférica (de casi 
90 A de diámetro) y una sección basal, llamada F „incrustada en 
la membrana interna. Las micrografías electrónicas de alta re- 
solución revelan que las dos porciones se conectan mediante un 
tallo central y uno periférico como se muestra en la figura 5-234. 
Una mitocondria típica del hígado de un mamífero tiene apenas 
15000 copias de la sintasa de ATP. Existen versiones homólogas 
de la sintasa de ATP en la membrana plasmática de las bacterias, 
en la membrana tilacoide de los cloroplastos vegetales y en la 
membrana interna de las mitocondrias. 

Las porciones F, de las sintasas de ATP bacteriana y mi- 
tocondrial están muy conservadas; ambas contienen cinco po- 
lipéptidos diferentes con una estequiometría de a.B,Sye. Las 
subunidades a y B se disponen en forma alternada dentro de la 
cabeza de F, de modo que se parecen a los gajos de una naranja 
(fig. 5-23b; véase también 5-26b). Se pueden señalar dos aspectos 
para una discusión posterior: 1) cada F, posee tres sitios catalí- 
ticos para la síntesis de ATP, uno en cada subunidad $, y 2) la 
subunidad y se extiende desde la punta exterior de la cabeza de 
F, por el tallo central y hace contacto con la porción basal F. En 
la enzima mitocondrial, los cinco polipéptidos de F, están codifi- 
cados por el DNA nuclear, sintetizado en el citosol, y se importa 
a mitocondria después de la traducción (fig. 8-47). 

La porción F, de la ATP sintasa reside dentro de la mem- 
brana y consiste en tres polipéptidos diferentes con una este- 
quiometría de ab,c, , ,, (fig. 5-234). El número de subunidades 
en el anillo c se escribe como 10-14 porque los estudios estructu- 
rales revelan que este número varía según sea la fuente de la en- 
zima. Por ejemplo, la ATP sintasa, tanto de las mitocondrias de 
levaduras como de Æ. coli, tiene 10 subunidades c, en tanto que ya 
se demostró que una enzima de cloroplasto posee 14 de ellas (fig. 
5-24). La base F, contiene un canal por el cual se conducen los 
protones desde el espacio intermembranal a la matriz. La presen- 
cia de un canal transmembranoso se descubrió en experimentos 
en los que la membrana mitocondrial interna se rompió en frag- 
mentos que forman vesículas de membrana, llamadas partículas 
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Citoplasma 


Periplasma 


(a) 
FIGURA 5-23 Estructura de la ATP sintasa. (a) Representación es- 


quemática de la ATP sintasa bacteriana. La enzima consiste en dos 
porciones principales llamadas F, y F,. La cabeza F, pose cinco sub- 
unidades diferentes en proporciones de 3a.:38:15:1y:1e. Las subuni- 
dades alfa y beta se organizan en un círculo para formar la cabeza 
esférica de la partícula; la subunidad gamma discurre por el centro de la 
ATP sintasa, desde la punta de F, hasta F, para formar el tallo central; 
la subunidad épsilon ayuda a unir la subunidad gamma con la base F,. 
La base F, que está incrustada en la membrana, tiene tres subunidades 
diferentes con una proporción aparente 14:24:10-14c. Como se explica 
más adelante: se piensa que las subunidades c forman un anillo girato- 


submitocondriales (fig. 5-25a). Las partículas submitocondriales 
intactas, que contienen la AT'P sintasa incrustada en la mem- 
brana de la vesícula, son capaces de oxidar sustratos, generar un 
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rio dentro de la membrana; las subunidades å pares de la base F, y la 
subunidad delta de la cabeza F, forman un tallo periférico que sujeta 
las subunidades a/B en una posición fija y la subunidad a contiene 
el canal de protones que permite que éstos crucen la membrana. La 
enzima de los mamíferos incluye siete a nueve pequeñas subunidades 
más cuyas funciones aún se desconocen. (b) Estructura tridimensional 
de la ATP sintasa bacteriana. Esta imagen está compuesta de varias 
estructuras parciales de la enzima de diversos organismos. (B: TOMADA 
DE WoLFGANG JUNGE AND NATHAN NELSON, REIMPRESA CON AUTO- 
RIZACIÓN DE SCIENCE 308:643, 2005. CoPYRIGHT 2005, AMERICAN 
ASSOCIATION FOR THE ADVANCEMENT OF SCIENCE.) 


gradiente de protones y sintetizar ATP (fig. 5-254). Sin embargo, 
si se retiran las esferas F, de las partículas, la membrana de la ve- 
sícula ya no puede mantener un gradiente de protones a pesar de 
continuar la oxidación de sustrato y el transporte de electrones. 
Los protones que se trasladan a través de la membrana durante 
el transporte de electrones tan sólo cruzan de regreso por la ATP 
sintasa “decapitada” y la energía se disipa. 


FIGURA 5-24 Visualización del anillo c oligomérico de la ATP sintasa 
de un cloroplasto. Microscopia con fuerza atómica de un “campo” de 
anillos c aislados de las sintasas de ATP del cloroplasto y reconstituidos 
como estructura bidimensional dentro de una bicapa lipídica artificial. 
Existen anillos de dos diámetros diferentes en el campo, tal vez porque 
los oligómeros se encuentran en las dos orientaciones posibles dentro 
de la “membrana artificial” (recuadro). La vista de mayor resolución de 
uno de los anillos muestra que está formado por 14 subunidades. (RE- 
IMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE HOLGER SEELERT, ET AL., CORTESÍA 
DE DanteL J. MúuLLER Y ANDREAS EnGEL, NATURE 405:419, 2000. O 
2000, MacmILLAN MAGAZINES LIMITED.) 
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FIGURA 5-25 Formación de ATP en experimentos con partículas 
submitocondriales. (a) Micrografía electrónica de partículas sub- 
mitocondriales que son fragmentos de la membrana mitocondrial 
interna y se volvieron vesículas cerradas con las esferas F, sobresa- 
lientes hacia el medio. (4) Esbozo de un experimento que muestra 
que las partículas submitocondriales intactas son capaces de realizar 
la oxidación de sustrato, la formación de un gradiente de protones 


La base de la formación de ATP de acuerdo 
con el mecanismo de cambio de unión 


¿Cómo es que el gradiente electroquímico de un protón propor- 
ciona la energía necesaria para impulsar la síntesis de ATP? Para 
responder esta pregunta, Paul Boyer de la UCLA publicó una 
hipótesis innovadora en 1979 denominada mecanismo de cam- 
bio de unión, que ha ganado gran aceptación desde entonces. En 
general, la hipótesis del cambio de unión tiene varios elementos 
distintos que se describen en secuencia. 


1. La energía liberada con el movimiento del protón no se usa 
para impulsar la fosforilación del ADP en forma directa, sino 
que se emplea en cambiar la afinidad de unión del sitio activo 
por el producto ATP. Se suele pensar que las reacciones quími- 
cas ocurren en un ambiente acuoso en el que la concentración 
de agua es 55 M y los reactivos y productos simplemente están 
disueltos en el medio. En estas condiciones, se requiere energía 
para impulsar la formación de enlaces covalentes entre el ADP 
y el fosfato inorgánico para formar ATP. Sin embargo, ya se de- 
mostró que una vez que el ADP y el P, se unen dentro del sitio 
catalítico de la ATP sintasa, los dos reactivos se condensan con 
facilidad para formar una molécula de ATP unida con firmeza 
sin el ingreso de energía adicional. En otras palabras, aunque la 
siguiente reacción 


ADP soluble + P, soluble > ATP soluble + H,O 


puede requerir el ingreso de una cantidad considerable de ener- 
gía (7.3 kcal/mol en condiciones estándar), la reacción 


ADP unido a enzima + P, unido a enzima > 


ATP unido a enzima + H,O 


tiene una constante de equilibrio cercana a uno (AG*= 0), por lo 
que puede ocurrir en forma espontánea sin el ingreso de energía 
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Membrana externa 


Los sustratos 
se oxidan y se forma ATP 


Los sustratos se oxidan, 
pero no se forma ATP 


Vesícula 
de membrana 


Partícula 
submitocondrial 
Membrana interna 


Partículas F4 


(indicado por la separación de cargas a través de la membrana) y la 
formación de ATP. En contraste, las partículas submitocondriales 
que carecen de cabezas F,, las cuales se eliminan mediante el trata- 
miento con urea, son capaces de oxidar el sustrato, pero no pueden 
mantener un gradiente de protones (indicado por la falta de separa- 
ción de carga) y por tanto son incapaces de formar ATP. (A: CORTE- 
sÍA DE EFRAIM RACKER.) 


(pág. 88). Esto no significa que el ATP pueda formarse del ADP 
sin gasto energético, sino que se requiere energía para la libera- 
ción del producto que está unido con fuerza al sitio catalítico y 
no para el fenómeno mismo de fosforilación. 


2. Cada sitio activo progresa de manera sucesiva por tres 
diferentes conformaciones con afinidades distintas por los 
sustratos y los productos. Recuérdese que el complejo F, tiene 
tres sitios catalíticos, uno en cada una de las tres subunidades B. 
Cuando los investigadores examinaron las propiedades de los tres 
sitios catalíticos en una enzima estática (una que no participaba 
en el recambio enzimático), los tres sitios mostraron diferentes 
propiedades químicas. Boyer propuso que, en cualquier momen- 
to, los tres sitios catalíticos están presentes en conformaciones 
diferentes, lo cual hace que tengan distintas afinidades por los 
nucleótidos. En cualquier instante, un sitio está en la conforma- 
ción “laxa” o L, en la que el ADP y el P, están unidos con soltura; 
un segundo sitio está en la conformación “ajustada” o T, en la que 
los nucleótidos (sustratos ADP + sustratos P, o producto ATP) 
están unidos con fuerza; y el tercer sitio está en la conformación 
“abierta” u O, que permite la liberación del ATP porque posee 
una afinidad muy baja por los nucleótidos. 

Aunque había diferencias entre los tres sitios catalíticos en 
una enzima estática, Boyer obtuvo evidencia de que todas las 
moléculas de ATP producidas por una enzima activa se sinte- 
tizaban por el mismo mecanismo catalítico. En otras palabras, 
parecía que los tres sitios catalíticos de la enzima operaban de 
manera idéntica. Para explicar la contradicción aparente entre la 
asimetría de la estructura enzimática y la uniformidad de su me- 
canismo catalítico, Boyer propuso que cada uno de los tres sitios 
catalíticos pasaba de manera secuencial por las mismas confor- 
maciones L, T y O (fig. 5-27). 


3. El ATP se sintetiza por catálisis rotatoria, en la que una 
parte de la ATP sintasa rota en relación con otra parte. Para 
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explicar los cambios secuenciales en la conformación de cada uno 
de los sitios catalíticos, Boyer propuso que las subunidades a y 
B, que forman un anillo hexagonal de subunidades dentro de la 
cabeza F, (fig. 5-23), giran en relación con el tallo central. En este 
modelo, que se conoce como catálisis rotatoria, la rotación está 
impulsada por el movimiento de los protones a través de la mem- 
brana por el canal de la base F, Por consiguiente, de acuerdo con 
este modelo, la energía eléctrica almacenada en el gradiente de 
protones se traduce en energía mecánica de un tallo rotatorio, la 
cual se transforma luego en energía química almacenada en ATP. 


Evidencia que apoya el mecanismo de cambio en la 
unión y catálisis rotatoria La publicación que hicieron John 
Walker et al. del Medical Research Council de Inglaterra en 1994 
de un modelo atómico detallado de la cabeza F, proporcionó mu- 
cha evidencia estructural que apoya el mecanismo de cambio de 
unión de Boyer. Primero, reveló la estructura de cada uno de los 
sitios catalíticos en una enzima estática, con lo que confirmó que 
difieren en su conformación y en su afinidad por los nucleótidos. 
Se identificaron las estructuras correspondientes a las conforma- 
ciones L, T y O en los sitios catalíticos de las tres subunidades B. 
Segundo, reveló que la subunidad y de la enzima mantiene una 
posición perfecta dentro de la ATP sintasa para transmitir los 
cambios de conformación del sector de membrana F, a los si- 
tios catalíticos F,. Pudo advertirse que la subunidad y se extendía 
como un tallo desde el sector F, por el tallo y hasta una cavidad 
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FIGURA 5-26 Base estructural de la conformación del sitio catalítico. 
(a) Un corte a través de la cabeza F, muestra la organización espacial de 
sus tres subunidades. La subunidad gamma se construye con dos hélices 
alfa extendidas entrelazadas para formar un rollo enrollado. Este tallo 
helicoidal se proyecta hacia la cavidad central de F, y entre las subuni- 
dades alfa y beta de cada lado. La conformación del sitio catalítico de la 
subunidad beta (mostrada a la izquierda) depende de su contacto con 
la subunidad gamma. (4) Una vista superior de la cabeza F, muestra la 
disposición de las seis subunidades alfa y beta (ilustradas en rojo y ama- 


central dentro de la esfera F, (fig. 5-26a), donde establece contac- 
to diferente con cada una de las tres subunidades B (fig. 5-264). 

El extremo apical de la subunidad y es asimétrico y en 
cualquier instante determinado diferentes caras de la subunidad 
y interactúan con las distintas subunidades ß, lo que hace que 
adopten conformaciones diferentes (L, T y O). Conforme rota, 
cada sitio de unión de la subunidad y interactúa de manera su- 
cesiva con las tres subunidades B de F,. Durante un solo ciclo 
catalítico, la subunidad y gira 360” completos, lo que hace que 
cada sitio catalítico pase en forma secuencial por las conforma- 
ciones L, T y O. Este mecanismo se ilustra en la figura 5-27 y se 
describe con detalle en su pie. Como se indica en la figura 5-27a, 
la condensación de ADP y P, para formar ATP ocurre cuando 
cada subunidad está en la conformación T. Como se señala en la 
figura 5-230, la subunidad e se relaciona con la porción “inferior” 
de la subunidad y y las dos subunidades rotan juntas como una 
unidad fija. 

Se ha obtenido evidencia directa de la rotación de la sub- 
unidad y respecto de las subunidades aß en diversos experimen- 
tos. Si “ver es creer”, entonces la demostración más convincente 
proviene del trabajo de Masasuke Yoshida et al., en el Instituto 
de Tecnología de Tokio y la Universidad Keio en Japón en 1997. 
Estos investigadores desarrollaron un sistema ingenioso para 
observar la catálisis de la reacción inversa a la que ocurre nor- 
malmente en la célula con moléculas enzimáticas individuales. 
Primero, prepararon una versión con modificaciones genéticas 


(b) 


rillo) alrededor de la subunidad gamma asimétrica (mostrada en azul). 
La subunidad gamma está en posición para rotar en relación con las 
subunidades que la rodean. También es evidente que la subunidad gam- 
ma hace contacto de diferente forma con cada una de las tres subunida- 
des beta, lo que induce a cada una de ellas a adoptar una conformación 
diferente. B, corresponde a la conformación O, B.,p a la conformación 
L y Bpp a la conformación T. (REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE J. P. 
ABRAHAMS, ET AL., CORTESÍA DE Jonn E. WALKER, NATURE 370:624, 
627, 1994. O 1994, MacmILLAN MAGAZINES LIMITED.) 
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FIGURA 5-27 Mecanismo de cambio de unión para la síntesis de ATP. 
(a) Representación esquemática que muestra los cambios en un solo 
sitio catalítico durante un ciclo de catálisis. Al principio del ciclo, el 
sitio está en su conformación abierta (O) y los sustratos ADP y P, en- 
tran al sitio. En el paso 1, el movimiento de protones por la membrana 
induce un cambio a la conformación laxa (L) en la que los sustratos se 
unen con soltura. En el paso 2, el movimiento de protones adicionales 
induce un cambio a la conformación ajustada (T), en la que es mayor 
la afinidad por los sustratos, lo que hace que éstos se unan con fuerza 
al sitio catalítico. En el paso 3, el ADP y P, unidos con firmeza se con- 
densan en forma espontánea para formar una molécula de ATP unida 
con intensidad; no se requiere ningún cambio de la conformación para 


de la porción operativa de la ATP sintasa, consistente en tres 
subunidades a, tres subunidades B y una subunidad y (a.,B,y) 
(fig. 5-28a). Este complejo polipéptido se fijó por su cabeza a un 
cubreobjetos de vidrio y se conectó un pequeño filamento de ac- 
tina, con marca fluorescente al extremo de la subunidad y que se 
proyectaba hacia el medio (fig. 5-284). Cuando la preparación 
se incubó con ATP y se observó al microscopio, se observó que el 
filamento de actina con marca fluorescente rotaba como una hé- 
lice microscópica (fig. 5-284) impulsada por la energía liberada 
cuando las moléculas de ATP se unían y se hidrolizaban en los 
sitios catalíticos de las subunidades ß. 

En fechas más recientes, un tipo similar de complejo F, fue 
“forzado” a realizar la actividad más desafiante de la que se realiza 
de manera normal dentro de la célula: la síntesis de ATP. En este 
estudio, una cuenta magnética microscópica se fijó a la subuni- 
dad y de una molécula F, individual y luego se le hizo girar en 
el sentido de las manecillas del reloj al someter a la preparación 
a un campo magnético giratorio. Cuando una de estas moléculas 
F, se colocó dentro de una microcámara transparente en presen- 
cia de ADP y P, la rotación forzada de la subunidad y condujo 
a la síntesis de ATP, que se acumuló hasta concentraciones de 
uM. Como se esperaría con base en el modelo, se sintetizaron 
tres moléculas de ATP con cada giro de 360”. Cuando se retiró el 
campo magnético, la subunidad y giró de manera espontánea en 
el sentido inverso, impulsando la hidrólisis del ATP recién sin- 
tetizado. En conjunto, estos innovadores experimentos de bioin- 
geniería demuestran de manera inequívoca que la ATP sintasa 
opera como un motor rotatorio. 

Las máquinas rotatorias son frecuentes en las sociedades 
industrializadas; se utilizan turbinas rotatorias, taladros rotato- 


este paso. En el paso 4, el movimiento de protones adicionales induce 
un cambio hacia la conformación abierta (O), en la que la afinidad por 
ATP disminuye de forma notable y permite la liberación del producto. 
Una vez que el AT'P se separa, el sitio catalítico queda disponible para 
la unión con sustrato y se repite el ciclo. (4) Esquema que muestra los 
cambios en los tres sitios catalíticos de la enzima al mismo tiempo. 
El movimiento de protones por la porción F, de la enzima causa la 
rotación de la subunidad gamma asimétrica, la cual presenta tres caras 
diferentes a las subunidades catalíticas. A medida que la subunidad 
gamma gira, provoca cambios en la conformación del sitio catalítico de 
las subunidades beta, lo que hace que el sitio catalítico pase de manera 
sucesiva por las conformaciones T, O y L. 


Cubreobjetos cubierto con Ni-NTA 
(a) 
FIGURA 5-28 Observación directa de la catálisis rotatoria. (a) Para reali- 
zar el experimento se preparó una versión modificada de una porción de la 
ATP sintasa consistente en a,B,y. Cada subunidad beta se modificó para 
contener 10 residuos de histidina en su extremo N, un sitio localizado en la 
cara externa (matriz) de la cabeza F,. Las cadenas laterales de la histidina 
tienen gran afinidad por una sustancia (Ni-NTA) que se utilizó para cubrir 
el cubreobjetos. La subunidad gamma se modificó mediante sustitución de 
uno de los residuos de serina cercanos al extremo del tallo por un residuo 
de cisteína, lo cual suministró un medio para unir el filamento de actina con 
marca fluorescente. En presencia de ATP se observó que el filamento de 
actina se mueve en sentido levógiro (cuando se ve desde el lado de la mem- 
brana). Cuando las concentraciones de ATP son bajas, se pudo advertir 
que los filamentos de actina giran en pasos de 120”. (4) Una secuencia de 
cuatro cuadros del video de un filamento rotatorio de actina. (REIMPRESA 
CON AUTORIZACIÓN DE H. NOJI, ET AL., CORTESÍA DE MASASUKE YOSHI- 
DA, NATURE 386:300, 1997. © 1997, MacmILLAN MAGAZINES LIMITED.) 
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rios, ruedas y hélices rotatorias, por mencionar sólo algunas. Sin 
embargo, los instrumentos rotatorios son muy raros en los orga- 
nismos vivos. Por ejemplo, no hay organelos en las células eu- 
cariotas, articulaciones ni estructuras de alimentación rotatorios 
en el mundo biológico. De hecho, sólo se conocen dos tipos de 
estructuras biológicas que contienen partes rotatorias: las ATP 
sintasas (y proteínas afines que actúan como bombas iónicas) y 
los flagelos bacterianos (que se ilustran en la figura 1-14a, recua- 
dro) y ambos pueden describirse como “nanomáquinas” rotato- 
rias porque su tamaño se mide en nanómetros. Los ingenieros ya 
comenzaron a inventar instrumentos a escala nanométrica ela- 
borados con materiales inorgánicos que algún día podrían rea- 
lizar varios tipos de actividades mecánicas submicroscópicas. La 
construcción de motores de dimensiones nanométricas implica 
un reto particular y ya comenzaron los intentos para usar la ATP 
sintasa para impulsar dispositivos inorgánicos simples. Algún 
día, los seres humanos podrían emplear ATP en lugar de electri- 
cidad para impulsar algunos de sus instrumentos más delicados. 


Uso del gradiente de protones para impulsar los meca- 
nismos catalíticos: la función de la porción F, de la ATP 
sintasa Para 1997 ya se tenía conocimiento detallado de los 
mecanismos operativos del complejo F,, pero aún debían respon- 
derse preguntas importantes sobre la estructura y función de la 
porción F, de la enzima unida a la membrana. Las más impor- 
tantes eran: ¿cuál es el camino que toman los protones cuando 
se mueven por el complejo F, y de qué manera este movimiento 
conduce a la síntesis de ATP? Al respecto se postuló lo siguiente: 


1. Las subunidades c de la base F, se ensamblaban en un anillo 
que se encuentra dentro de la bicapa de lípidos (como en la 
figura 5-230). 

2. El anillo c está unido con la subunidad gamma del tallo. 


3. El movimiento “colina abajo” de los protones por la membra- 
na impulsa la rotación del anillo de subunidades c. 


4. La rotación del anillo c de F, proporciona la fuerza de torsión 
(torque) que impulsa la rotación de la subunidad gamma uni- 
da, lo que conduce a la síntesis y liberación de ATP. 


Todas estas suposiciones se han confirmado. A continuación se 
describe cada uno de estos aspectos con más detalle. 

Un conjunto de evidencias, incluidas la cristalografía por 
rayos X y la microscopia con fuerza atómica, demostró que las 
subunidades c en realidad están organizadas en un círculo para 
formar un complejo anular (fig. 5-24). Las micrografías electró- 
nicas de alta resolución indican que las dos subunidades 4 y la 
subunidad a del complejo F, están fuera del anillo de las subuni- 
dades c, como se muestra en la figura 5-23. Se cree que las sub- 
unidades 5 son sobre todo componentes estructurales de la ATP 
sintasa. Las dos subunidades å alargadas forman un tallo perifé- 
rico que conecta las porciones F, y F, de la enzima (fig. 5-235) 
y se piensa que junto con la subunidad delta de F} sostienen las 
subunidades aß, en una posición fija mientras la subunidad 
gamma gira dentro del centro del complejo. 

La rotación del anillo c de F, durante la síntesis de ATP ya 
se demostró de manera experimental en preparaciones de mem- 
brana, lo que confirma que tanto el anillo c como la subunidad 
gamma actúan como rotores durante la actividad enzimática. 
¿Cómo se conectan estas dos “partes móviles”? Cada subunidad 


c está formada como una horquilla: contiene dos hélices trans- 
membranosas conectadas por un asa hidrofílica que se proyecta 
hacia la cabeza F,. Se piensa que las asas hidrofílicas situadas en 
la parte superior de las subunidades c forman un sitio de unión 
para las bases de las subunidades gamma y épsilon, que juntas ac- 
túan como un “pie” que se une con el anillo c (figs. 5-234 y 5-29). 
Como resultado de esta unión, la rotación del anillo e hace girar 
también a la subunidad gamma unida. 

El mecanismo por el cual los movimientos de H* impulsan 
la rotación del anillo c es más complejo y no se ha comprendido 
bien. La figura 5-29 presenta un modelo de la forma en que los 
iones H* podrían fluir por el complejo F,. Durante la explicación 
siguiente del modelo hay que tener en mente: 1) que las sub- 
unidades del anillo c pasan en forma sucesiva por una subunidad 
estacionaria a, y 2) que los protones se recogen del espacio inter- 
membranal uno a la vez por cada subunidad c y se transportan 
por completo alrededor de un círculo antes de liberarse en la matriz. 
En este modelo, cada subunidad a tiene dos medios canales que 
están separados entre sí. Un medio canal conduce del espacio 
intermembranal (citosólico) hacia el centro de la subunidad a 
y el otro lleva del centro de la subunidad a hacia la matriz. Se 
propuso que cada protón se mueve del espacio intermembranal a 
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FIGURA 5-29 Modelo en el cual se une la difusión de protones con la 
rotación del anillo c del complejo F,. Como se explica en el texto, en este 
modelo se propuso que cada protón del espacio intermembranal entra a 
un semicanal dentro de la subunidad a y luego se une con un residuo de 
ácido aspártico (Asp61 en E. coli) accesible en una de las subunidades c. La 
unión con protones induce un cambio en la conformación que hace que el 
anillo se mueva unos 30”. El protón unido se transporta un círculo com- 
pleto por la rotación del anillo c y luego se libera en un segundo semicanal 
que se abre hacia la matriz. Una sucesión de protones que impulsen esta 
actividad hacen que el anillo ¢ gire en sentido levógiro, como se muestra. 


través del medio canal y se une con un residuo de ácido aspártico 
de carga negativa situado en la superficie de la subunidad c adya- 
cente (fig. 5-29). La unión del protón con el grupo carboxilo ge- 
nera un cambio mayor en la conformación de la subunidad c que 
hace que ésta rote unos 30” en sentido levógiro. El movimiento 
de la subunidad c recién unida al protón hace que la subunidad 
adyacente en el anillo (que se unió con un protón en un paso 
previo) se alinee con el segundo medio canal de la subunidad a. 
Una vez ahí, el ácido aspártico libera su protón relacionado, el 
cual se difunde a la matriz. Después de la separación del protón, 
la subunidad c regresa a su conformación original y está lista para 
aceptar otro protón del espacio intermembranal y repetir el ciclo. 

De acuerdo con este modelo, el ácido aspártico de cada 
subunidad c actúa como un transportador giratorio de protones. 
Un protón salta al portador en un sitio seleccionado para que lo 
recoja y luego lo transporta en un círculo antes de liberarlo en 
un punto seleccionado para hacerlo. El movimiento del anillo 
se impulsa por los cambios en la conformación relacionados con 
la unión y disociación secuencial con los protones del residuo de 
ácido aspártico de cada subunidad c. En la página 193 se señaló 
que ya se demostró que el anillo c contiene entre 10 y 14 sub- 
unidades, según sea la fuente. Para simplificar la explicación, se 
describe un anillo c formado por 12 subunidades, como se ilus- 
tra en la figura 5-29. En este caso, la asociación/disociación de 
cuatro protones en la forma descrita movería el anillo 120”. El 
movimiento del anillo c en 120” impulsaría la rotación corres- 
pondiente de la subunidad gamma unida 120”, lo cual posibili- 
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taría la liberación de una molécula recién formada de ATP por 
el complejo F,. De acuerdo con esta estequiometría, la transloca- 
ción de 12 protones produciría la rotación completa de 360° del 
anillo c y la subunidad gamma, así como la síntesis y liberación 
de tres moléculas de ATP. Si el anillo c contuviera más o menos de 
12 subunidades, la proporción H*/AT'P cambiaría, pero esto es 
fácil de adaptar al modelo básico de rotación impulsada por pro- 
tones que se muestra en la figura 5-29. 


Otras funciones para la fuerza motriz 
de protones además de la síntesis de ATP 


Aunque la producción de ATP puede ser la actividad más im- 
portante de las mitocondrias, estos organelos participan en mu- 
chos otros procesos que requieren el ingreso de energía. A dife- 
rencia de la mayor parte de los organelos que dependen sobre 
todo de la hidrólisis del ATP para impulsar sus actividades, las 
mitocondrias dependen de una fuente alternativa de energía: la 
fuerza motriz de protones. Por ejemplo, esta fuerza motriz de 
protones impulsa la captación de ADP y P, en las mitocondrias 
a cambio del ATP y H+, respectivamente. Esta y otras activida- 
des que ocurren durante la respiración aeróbica se resumen en la 
figura 5-30. En otros ejemplos, la fuerza motriz de los protones 
puede usarse como fuente energética para “jalar” iones calcio ha- 
cia el interior de la mitocondria; para impulsar los fenómenos de 
la fusión mitocondrial, y para hacer que polipéptidos específicos 
seleccionados entren a la mitocondria desde la matriz (fig. 8-47). 


FIGURA 5-30 Resumen de las principales actividades 


durante la respiración aeróbica en una mitocondria. 
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En el capítulo 3 se explicó el modo en que los niveles de 
ATP tienen una función importante en el control de la velocidad 
de la glucólisis y el ciclo del ácido tricarboxílico mediante la re- 
gulación de la actividad de enzimas clave. Dentro de la mitocon- 
dria, el nivel de ADP es el factor determinante de la velocidad 
respiratoria. Cuando los niveles de ADP son bajos, los de ATP 
casi siempre son altos, por lo que no hay necesidad de oxidar más 
sustrato para proporcionar electrones a la cadena respiratoria. En 
tales condiciones, la síntesis AT'P es escasa, por lo que los proto- 
nes no pueden reingresar a la matriz mitocondrial a través de la 
sintasa de ATP. Esto conduce a la acumulación sostenida de 
fuerza motriz de protones, lo que a su vez inhibe las reacciones 
de bombeo de protones en la cadena de transporte de electrones 
y el consumo de oxígeno por la citocromo oxidasa. Cuando la 
proporción ATP/ADP disminuye, el consumo de oxígeno au- 
menta en forma súbita. Ya se demostró que muchos factores in- 
fluyen en la velocidad de la respiración mitocondrial, pero las vías 
que regulan la respiración no se conocen bien. 


REVISIÓN 


1. Describa la estructura básica de la ATP sintasa. 

2. Describa los pasos en la síntesis de ATP de acuerdo con 
el mecanismo de cambio en la unión. 

3. Describa parte de la evidencia que apoya el mecanismo 
de cambio de unión. 

4. Describa un mecanismo propuesto en el que la difusión 
de protones del espacio intermembranal a la matriz 
impulse la fosforilación de ADP. 
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FIGURA 5-31 Estructura y función de los peroxisomas. (2) Micrografía 


electrónica de un corte de célula hepática de rata que se había teñido 
para mostrar catalasa, una enzima localizada en los peroxisomas. Nótese 
la relación estrecha entre los peroxisomas teñidos de color oscuro y las 
mitocondrias. En la figura 6-23 se muestra la micrografía electrónica de 
un peroxisoma dentro de una célula vegetal. Una barra equivale a 250 
nm. (5) Los peroxisomas contienen enzimas que realizan la reducción en 


5.6 PEROXISOMAS 


Los peroxisomas son vesículas simples limitadas por membra- 
nas (fig. 5-31a) con un diámetro de 0.1 a 1.0 um que pueden 
contener un centro denso y cristalino de enzimas oxidativas. 
Los peroxisomas (o microcuerpos, como se les llama también) 
son organelos multifuncionales y contienen más de 50 enzimas 
que participan en actividades tan diversas como la oxidación de 
ácidos grasos de cadena muy larga (VLCFA, aquellos con cade- 
nas que tienen 24 a 26 carbonos) y la síntesis de plasmalógenos, 
que es una clase inusual de fosfolípidos en los que uno de los 
ácidos grasos está unido con el glicerol mediante un enlace éter 
en lugar de uno éster. Los plasmalógenos son muy abundantes en 
las vainas de mielina que aíslan los axones del cerebro (fig. 4-5). 
Las anomalías en la síntesis de plasmalógenos pueden dar ori- 
gen a disfunción neurológica grave. La enzima luciferasa, que 
genera la luz que emiten las luciérnagas, también es una enzima 
peroxisómica. Los peroxisomas se consideran en este capítulo 
porque comparten varias propiedades con las mitocondrias; am- 
bos se forman por la división de organelos preexistentes, se usan 
algunas de las mismas proteínas para completar la tarea; ambos 
tipos de organelos importan proteínas preformadas del citosol 
(sección 8-9) y ambos participan en tipos similares de metabo- 
lismo oxidativo. De hecho, por lo menos una enzima, la alanina 
aminotransferasa/glioxilato, se encuentra en las mitocondrias de 
algunos mamíferos (p. ej., gatos y perros) y en los peroxisomas 
de otros mamíferos (p. ej., conejos y seres humanos). 

Estos organelos se llamaron “peroxisomas” porque son el 
sitio a partir del cual se sintetiza y degrada el peróxido de hi- 
drógeno (H,O,), un agente oxidante muy reactivo y tóxico. El 
peróxido de hidrógeno se produce por acción de varias enzimas 
peroxisómicas, incluida la urato oxidasa, glucolato oxidasa y oxi- 
dasas de aminoácidos, que utilizan oxígeno molecular para oxi- 
dar sus sustratos respectivos (fig. 5-314). El H,O, generado en 
estas reacciones se degrada pronto mediante la enzima catalasa, 
que está presente en grandes concentraciones en estos organelos. 
La importancia de los peroxisomas en el metabolismo humano 
resulta evidente en la sección Perspectiva humana de este capí- 
tulo. 


0, 2H202 
RH32 
Oxidasas Catalasa 
R2 02 
H20, 2H20 


(b) 


dos pasos del oxígeno molecular hasta agua. En el primer paso, una oxi- 
dasa retira electrones de diversos sustratos (RH,), como el ácido úrico o 
aminoácidos. En el segundo paso, la enzima catalasa convierte en agua el 
peróxido de hidrógeno formado en el primer paso. (A: TOMADA DE M1- 
CHAEL SCHRADER Y YISANG Yoon, Bioess. 29:1106, 2007. COPYRIGHT 
O 2007, Jonn WiLeY & Sons, Inc. REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE 


Jonn WiLey & Sons.) 
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10 um 


FIGURA 5-32 Localización del glioxisoma dentro de las plantas de se- 
millero. Micrografía óptica de un corte a través de los cotiledones de 
semillas de algodón empapadas. Los glioxisomas, que se ven como pe- 
queñas estructuras oscuras (fecha), se hicieron visibles mediante tinción 
citoquímica para la enzima catalasa. (Tomana DE KenT D. CHAPMAN Y 
RicharD N. TreLEasE.] CELL BroL 115:998, 1991. Con AUTORIZACIÓN 
DE LOS DERECHOS RESERVADOS DE ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 


Los peroxisomas también existen en las plantas. Las plantas 
de semillero contienen un tipo especializado de peroxisoma, lla- 
mado glioxisoma (fig. 5-32). Las plantas de semillero dependen 
de los ácidos grasos almacenados para obtener energía y mate- 
riales a fin de formar una nueva planta. Una de las principales 
actividades metabólicas de estas plantas jóvenes es la conversión 
de los ácidos grasos almacenados en carbohidrato. La degrada- 
ción de los ácidos grasos almacenados genera acetil-CoA, la cual 
se condensa con oxaloacetato (OAA) para formar citrato, que 
luego se convierte en glucosa por efecto de una serie de enzimas 
del ciclo del glioxilato localizadas en el glioxisoma. La función 
de los peroxisomas en el metabolismo de las células de la hoja 
se describe en la sección 6.6. 


REVISIÓN 


1. ¿Cuáles son algunas de las principales actividades de los 
peroxisomas?, ¿cuál es la función de la catalasa en estas 
actividades? 

2. ¿Qué similitudes tienen los peroxisomas con las 
mitocondrias”, ¿de qué manera son únicos? 


PERSPECTIVA HUMANA 


Enfermedades consecutivas a la función anormal 


de mitocondrias o peroxisomas 


Mitocondrias 

En 1962, Rolf Luft de la University of Stockholm en Suecia publicó un 
estudio sobre mitocondrias aisladas de una mujer que había sufrido fa- 
tiga y debilidad muscular por un periodo prolongado y que además tenía 
una tasa metabólica y temperatura corporal elevadas. Las mitocondrias 
de esta paciente mostraban cierta libertad del control respiratorio nor- 
mal. En condiciones normales, cuando los niveles de ADP son bajos, las 
mitocondrias aisladas suspenden la oxidación de sustrato. En cambio, 
las mitocondrias de esta paciente continuaban la oxidación del sustrato 
a gran velocidad, incluso en ausencia de ADP para fosforilar, lo que 
producía calor en lugar de un trabajo mecánico. Desde aquel informe 
inicial, varios trastornos se han rastreado hasta la disfunción mitocon- 
drial. La mayor parte de estas enfermedades se caracteriza por degene- 
ración del tejido muscular o cerebral, ya que los dos utilizan cantidades 
enormes de AT'P. La gravedad de estos trastornos varía desde enferme- 
dades que causan la muerte durante la lactancia, hasta los que causan 
convulsiones, ceguera, sordera y/o episodios parecidos a un accidente 
vascular cerebral, y hasta trastornos leves caracterizados por intolerancia 
al ejercicio o espermatozoides inmóviles. Los pacientes con alteraciones 
graves casi siempre tienen fibras musculares esqueléticas anormales que 
contienen grandes agregados periféricos de mitocondrias (fig. 1a). El 
examen más detallado de las mitocondrias revela grandes cantidades de 
inclusiones anormales (fig. 10). 

Más de 95% de los polipéptidos de la cadena respiratoria son codi- 
ficados por genes que residen en el núcleo. Y sin embargo, la mayoría de 
las mutaciones vinculadas con enfermedades mitocondriales se han ras- 
treado hasta mutaciones en el DNA mitocondrial, o mtDNA. Los tras- 
tornos más graves casi siempre se originan de mutaciones (o deleciones) 
que afectan genes que codifican RNA de transferencia mitocondrial, 
el cual es necesario para la síntesis de los 13 polipéptidos producidos 


en las mitocondrias humanas. Como todos los genes que están en el 
mtDNA codifican proteínas necesarias para la fosforilación oxidativa, se 
esperaría que todos los tipos de mutaciones en el mtDNA ocasionaran 
un fenotipo clínico similar. Está claro que no es así. 

La herencia de los trastornos mitocondriales contrasta en varias 
formas con la herencia mendeliana de los genes nucleares. Las mito- 
condrias presentes en las células de un embrión humano provienen ex- 
clusivamente de las mitocondrias que estaban en el óvulo al momento 
de la concepción, sin contribución alguna del espermatozoide que lo 
fecundó. Por consiguiente, los trastornos mitocondriales se heredan por 
línea materna. Además, es posible que las mitocondrias de una célula 
contengan una mezcla de mtDNA normal (tipo nativo) y mutante, un 
trastorno conocido como heteroplasmia. El nivel de mtDNA mutante 
varía de un órgano a otro en la misma persona y los síntomas suelen 
aparecer sólo cuando en un tejido particular predominan las mitocon- 
drias con la información genética defectuosa. A causa de esta variabili- 
dad, los miembros de una familia portadora de la misma mutación en el 
DNA mitocondrial pueden tener síntomas muy diferentes. 

Por su proximidad con los procesos transportadores de electrones, 
que conducen a la liberación de radicales de oxígeno mutágenos (pág. 
34), se cree que el mtDNA se somete a un nivel de ataque mucho mayor 
que el DNA nuclear. Además, el DNA nuclear está mejor protegido 
contra el daño persistente por la presencia de una mayor variedad de 
sistemas para reparación del DNA (sección 13.2). Por tales razones, 
el mtDNA tiene una tasa de mutación 10 veces mayor que el DNA 
nuclear. Es muy probable que se acumulen mutaciones mitocondriales 
en las células que permanecen mucho tiempo en el cuerpo, como las del 
tejido nervioso y muscular. Se cree que los cambios degenerativos en la 
función mitocondrial contribuyen a varias enfermedades neurológicas 
frecuentes de inicio en el adulto, en particular la enfermedad de Parkin- 
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(a) 


FIGURA 1 Anormalidades mitocondriales en músculo esquelético. (a) 
Fibras rojas deshilachadas. Estas fibras musculares degeneradas provie- 
nen de la biopsia de un paciente y muestran acumulaciones de “manchas” 
rojas justo debajo de la membrana plasmática de la célula, que se deben a 
la proliferación anormal de las mitocondrias. (4) Micrografía electrónica 


son (PD). Esta posibilidad surgió a la luz por primera vez a principios 
del decenio de 1980, cuando varios pacientes adictos a las drogas llega- 
ron a los hospitales con inicio súbito de temblores musculares intensos 
característicos de la enfermedad de Parkinson avanzada en ancianos. Se 
descubrió que estos sujetos se habían inyectado una heroína sintética 
por vía intravenosa que estaba contaminada con un compuesto llamado 
MPTP. Estudios posteriores revelaron que el MPTP causa daño en 
el complejo 1 de la cadena respiratoria mitocondrial, lo que condujo 
a la muerte de las células nerviosas en la misma región del cerebro (la 
sustancia negra) que se afecta en pacientes con enfermedad de Parkin- 
son. Cuando se estudiaron luego las células de la sustancia negra de 
las personas con esta enfermedad también se encontró que mostraban 
una disminución marcada y selectiva de la actividad del complejo I. Es 
probable que esta deficiencia del complejo 1 se deba a un aumento do- 
cumentado en la tasa de mutaciones en el DNA de estas células, en 
comparación con otras. Los estudios también señalan la exposición a 
ciertos pesticidas, en particular la rotenona, un conocido inhibidor del 
complejo 1, como factor de riesgo ambiental para el desarrollo de PD. 
La administración de rotenona a ratas causa destrucción de las neuronas 
productoras de dopamina, algo característico de la enfermedad en seres 
humanos. El posible vínculo entre la rotenona y la enfermedad de Par- 
kinson se encuentra en estudio. 

Desde hace mucho se ha especulado que la acumulación gradual 
de mutaciones en el mtDNA es un factor causal importante en el enve- 
jecimiento humano. Esta hipótesis es sustentada por el hecho de que las 
células tomadas de personas mayores tienen mayor cantidad de muta- 
ciones en el mtDNA comparadas con las mismas células de individuos 
más jóvenes. Pero, ¿son estas mutaciones una causa de envejecimien- 
to o simplemente una consecuencia de un proceso de envejecimiento 
subyacente más básico que afecta muchas propiedades fisiológicas? Los 
experimentos que podrían ser más relevantes para esta cuestión se han 
realizado en ratones homocigotos para un gen mutante (llamado Polg) 
que codifica la enzima que replica el mtDNA. El mtDNA de estos ra- 
tones acumula una cantidad mayor de mutaciones que sus hermanos 
de camada normales. Dichos ratones “mutadores” parecen normales du- 
rante los primeros seis a nueve meses de edad, pero luego desarrollan 


(b) 


que muestra inclusiones cristalinas dentro de la matriz mitocondrial de 
las células de un sujeto con mitocondrias anormales. (A: CORTESÍA DE 
Donar R. JoHns; B: TOMADA DE Jonn A. Morcan-Hucnes y D.N. 
LANDON, EN Myorocy, 2ND ED. A.G. EnGEL Y C. FRANZINI-ARMS- 
TRONG (EDs.), McGraw-HiLt, 1994.) 


con rapidez signos de envejecimiento prematuro, como pérdida auditiva, 
encanecimiento y osteoporosis (fig. 2). Mientras los ratones del grupo 
testigo tienen una vida mayor de dos años, los miembros del grupo ex- 
perimental sólo viven un año, en promedio. Un hecho interesante es 
que los animales con la modificación genética no tienen evidencia de 
aumento en el daño oxidativo (radicales libres), por lo que no está claro 
cómo es que el aumento en la tasa de mutación del mtDNA causa este 
fenotipo. También hay que señalar que los ratones heterocigotos para la 
mutación Polg tienen mayor tasa de mutación en el mtDNA (aunque 
menor que los homocigotos), pero no tienen una vida más corta. Si las 
mutaciones en el mtDNA son un factor contribuyente importante para 


FIGURA 2 Fenotipo de envejecimiento prematuro causado por au- 
mento de la frecuencia de mutaciones en el mtDNA. La fotografía 
muestra un ratón normal de 13 meses de edad y su hermano de la misma 
camada “viejo”, cuyo DNA mitocondrial alberga un número anormal- 
mente alto de mutaciones. Este fenotipo de envejecimiento prematuro 
fue causado por una mutación en el gen nuclear que codifica la DNA 
polimerasa causante de la duplicación del mtDNA. (CORTESÍA DE JEFF 
MiLter, UniversrrY or Wisconsin-MADISON, PROPORCIONADA POR 


G.C. KujoTH.) 


el proceso normal de envejecimiento, estos heterocigotos debían tener 
una vida más corta. Considerados en conjunto, estos resultados sugieren 
que las mutaciones en el mtDNA podrían ser suficientes para hacer que 
un animal envejezca en forma prematura, pero no forman parte necesa- 
ria del proceso de envejecimiento normal. Todavía no está claro si tales 
estudios en ratones tienen implicación directa en el envejecimiento de 
los seres humanos. 


Peroxisomas 

El síndrome de Zellweger es una rara anomalía hereditaria reconocible 
por diversas alteraciones neurológicas, visuales y hepáticas que causan la 
muerte en la lactancia temprana. En 1973, Sidney Goldfischer et al. del 
Albert Einstein College of Medicine informaron que las células hepáticas y 
renales de estos pacientes carecían de peroxisomas. Las investigaciones 
posteriores revelaron que los peroxisomas no estaban del todo ausentes 
de las células de estas personas, sino que se encontraban en la forma de 
“fantasmas” membranosas vacías, esto es, que tales organelos carecían 
de las enzimas normales de los peroxisomas. No es que estos sujetos 
sean incapaces de sintetizar las enzimas peroxisómicas, sino que las en- 
zimas no se importan a los peroxisomas y permanecen en el citosol, 
donde son incapaces de realizar sus funciones normales. Los estudios 
genéticos de las células de pacientes con síndrome de Zellweger mos- 
traron que el trastorno puede precipitarse por mutaciones en 12 genes 
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distintos, por lo menos, todos los cuales codifican proteínas que partici- 
pan en la captación de enzimas peroxisómicas del citosol. 

A diferencia del síndrome de Zellweger, que afecta a una gran va- 
riedad de funciones peroxisómicas, varios de los trastornos hereditarios 
se caracterizan por la ausencia de una sola enzima peroxisómica. Una 
de estas anomalías por deficiencia de una sola enzima es la suprarre- 
noleucodistrofia (ALD), que fue tema de la película Lorenzos Oil de 
1993. Los niños con esta enfermedad casi nunca presentan alteraciones 
hasta la parte intermedia de la infancia, cuando aparecen los síntomas 
de insuficiencia suprarrenal y disfunción neurológica. La enfermedad se 
debe a un defecto de una proteína de membrana que transporta ácidos 
grasos de cadena muy larga (VLCEFA) hacia los peroxisomas, donde se 
metabolizan. En ausencia de esta proteína, los VLCFA se acumulan en 
el cerebro y destruyen las vainas de mielina que aíslan las células nervio- 
sas. En la película Lorenzos Oil, los padres de un niño afectado por esta 
enfermedad descubren que una dieta rica en ciertos ácidos grasos puede 
retrasar el avance de la enfermedad. Los estudios ulteriores han tenido 
resultados contradictorios sobre el valor de esta dieta. Varios pacientes 
con ALD han tenido buenos resultados con el trasplante medular, lo 
cual proporciona células normales capaces de metabolizar los VLCFA, 
y con la administración de fármacos (p. ej., lovastatina) que pueden re- 
ducir los niveles de VLCFA. También se están planificando estudios 
clínicos con terapia génica. 


SINOPSIS 


Las mitocondrias son organelos grandes formados por una mem- 
brana externa porosa y una membrana interna muy impermeable, 
formada sobre todo por pliegues (crestas) que contienen gran par- 
te de los mecanismos necesarios para la respiración aeróbica. La 
porosidad de la membrana externa se debe a las proteínas integrales 
llamadas porinas. La configuración de la membrana interna y la flui- 
dez aparente de su bicapa facilitan las interacciones de los compo- 
nentes necesarios durante el transporte de electrones y la formación 
de ATP. La membrana interna rodea una matriz gelatinosa que ade- 
más de proteínas contiene un sistema genético que incluye DNA, 
RNA, ribosomas y todos los mecanismos necesarios para transcribir 
y traducir la información genética. Muchas de las propiedades de las 
mitocondrias pueden explicarse con su supuesta evolución a partir 
de bacterias simbióticas antiguas (pág. 174). 


La mitocondria es el centro del metabolismo oxidativo en la cé- 
lula y convierte los productos del catabolismo de carbohidratos, 
grasas y proteínas en energía química almacenada en ATP. El pi- 
ruvato y el NADH son los dos productos de la glucólisis. El piruvato 
se transporta a través de la membrana mitocondrial interna, donde se 
descarboxila y combina con la coenzima A para formar acetil-CoA, 
la cual se condensa con oxaloacetato para formar citrato, que alimen- 
ta al ciclo del ácido tricarboxílico. A su paso por las reacciones del 
ciclo del TCA se retiran dos de los carbonos del citrato y se liberan 
como CO,, que representa el estado más oxidado del átomo de car- 
bono. Los electrones retirados de los sustratos se transfieren al FAD 
y NAD* para formar FADH, y NADH. Los ácidos grasos se de- 
gradan para formar acetil-CoA, la cual alimenta al ciclo del TCA, y 
los 20 aminoácidos se degradan en piruvato, acetil-CoA o productos 
intermedios del ciclo del TCA. Por lo tanto, dicho ciclo es la vía en la 
que convergen las principales vías catabólicas de la célula (pág. 177). 


Los electrones transferidos de los sustratos al FADH, y NADH 
pasan por una cadena de portadores de electrones hasta el O,, lo 
que libera energía que se emplea para generar un gradiente elec- 


troquímico a través de la membrana mitocondrial interna. El mo- 
vimiento controlado de los protones de regreso por la membrana 
mediante una enzima productora de ATP se emplea para impulsar 
la formación de ATP en el sitio catalítico de la enzima. Cada par 
de electrones de NADH libera energía suficiente para impulsar la 
formación de unas tres moléculas de ATP, mientras que la energía 
liberada de un par de electrones de FADH, permite la formación de 
dos moléculas de ATP (pág. 181). 


La cantidad de energía liberada como un electrón se transfiere 
de un donador (agente reductor) a un aceptor (agente oxidante) 
y puede calcularse a partir de la diferencia en el potencial redox 
entre las dos parejas. El potencial redox estándar de una pareja se 
mide en condiciones estándar y se compara con la pareja H,-H”. 
El potencial redox estándar de la pareja NADH-NAD* es —0.32 
V, reflejo del hecho de que NADH es un agente reductor fuerte, es 
decir, que transfiere con facilidad sus electrones. El potencial redox 
estándar de la pareja H,O-O, es +0.82 V, lo que indica que el O, es 
un agente oxidante potente, con gran afinidad por los electrones. La 
diferencia entre estas dos parejas, que equivale a 1.14 V, proporciona 
una medida de la energía libre liberada (52.6 kcal/mol) cuando se 
pasa un par de electrones de NADH a lo largo de la cadena trans- 
portadora de electrones hasta el O, (pág. 182). 


La cadena transportadora de electrones contiene cinco tipos dife- 
rentes de portadores: citocromos que contienen hem, flavoproteí- 
nas que poseen el nucleótido flavina, proteínas con hierro-azufre, 
átomos de cobre y quinonas. Las flavoproteínas y las quinonas son 
capaces de aceptar y donar átomos de hidrógeno, en tanto que los ci- 
tocromos, átomos de cobre y proteínas hierro-azufre pueden aceptar 
y donar sólo electrones. Los portadores de la cadena de transporte 
de electrones están dispuestos en orden creciente de potencial redox 
positivo. Los diversos portadores se organizan en cuatro complejos 
multiproteínicos grandes. El citocromo c y la ubiquinona son por- 
tadores móviles y emiten electrones entre los grandes complejos. 
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Cuando los pares de electrones pasan por los complejos I, III y IV, se 
traslada una cantidad específica de protones de la matriz a través de 
la membrana y hacia el espacio intermembranal. La translocación 
de protones mediante estos complejos transportadores de electrones 
establece el gradiente de protones en el que se almacena la energía. 
El último de los complejos es la citocromo oxidasa, que transfiere 
electrones del citocromo c a O,, y lo reduce para formar agua, paso 
que también retira protones de la matriz y contribuye al gradiente 


de protones (pág. 185). 


La translocación de protones crea una separación de carga a tra- 
vés de la membrana, además de una diferencia en la concentración 
de protones. Por consiguiente, el gradiente de protones tiene dos 
componentes, un gradiente de voltaje y otro de pH, cuyas magnitu- 
des dependen del movimiento de otros iones a través de la membra- 
na. Juntos, los dos componentes constituyen una fuerza motriz de 
protones (Ap). En las mitocondrias de los mamíferos, casi 80% de 
la energía libre de Ap se representa por el voltaje y 20% radica en el 
gradiente de pH (pág. 191). 


La enzima que cataliza la formación de ATP es un complejo mul- 
tiproteínico grande llamado sintasa de ATP. La sintasa de ATP 
contiene dos partes distintas: una cabeza F, que sobresale hacia la 
matriz e incluye sitios catalíticos, y una base F, que está incrustada 


r 


en la bicapa de lípidos y forma un canal por el cual se conducen pro- 
tones del espacio intermembranal hacia la matriz. En la hipótesis del 
cambio de unión para la formación de ATP, que ya tiene una acep- 
tación general, el movimiento controlado de los protones a través 
de la porción F, de la enzima induce la rotación de la subunidad y de 
la enzima, lo que forma un tallo que conecta las porciones F, y F, 
de la enzima. La rotación de la subunidad y se logra con la rotación 
del anillo c de la base F „ inducida por el movimiento de protones 
a través de semicanales en la subunidad a. La rotación de la sub- 
unidad y induce cambios en la conformación de los sitios catalíticos 
F,, lo que impulsa la formación de ATP. La evidencia indica que el 
paso que requiere energía no es la fosforilación real del ADP, sino 
la liberación del ATP producido del sitio activo, que ocurre como 
respuesta a los cambios inducidos en la conformación. Además de la 
formación de ATP, la fuerza motriz de protones también suministra 
la energía necesaria para varias actividades de transporte, incluida la 
captación de ADP en la mitocondria a cambio de la liberación de 
ATP al citosol, la captación de fosfato y iones calcio y la importación 
de proteínas mitocondriales (pág. 192). 


Los peroxisomas son vesículas citoplásmicas unidas a la mem- 
brana que realizan diversas reacciones metabólicas, incluida la 
oxidación de urato, glucolato y aminoácidos, con lo que se genera 
H,O, (pág. 200). 


PREGUNTAS ANALITICAS 


1. Considérese la reacción A:H + B= B:H + A. Si, en equili- 
brio, la proporción de [B:H]/[B] es igual a 2.0, se puede con- 
cluir que: 1) B:H es el agente reductor más potente de los cua- 
tro compuestos; 2) la pareja (A:H-A) tiene un potencial redox 
más negativo que la pareja (B:H-B); 3) ninguno de los cuatro 
compuestos es citocromo; 4) los electrones relacionados con B 
tienen mayor energía que los relacionados con A. ¿Cuáles de 
las aseveraciones previas son verdaderas? Trace una de las semi- 
reacciones para esta oxidación-reducción. 


2. La vesícula membranosa de una partícula submitocondrial des- 
pués de retirar las esferas F, sería capaz de: 1) oxidar NADH; 
2) producir H,O a partir de O,; 3) generar un gradiente de pro- 
tones; 4) fosforilar ADP. ¿Cuáles de las afirmaciones anteriores 
son verdaderas?, ¿qué diferencias habría en la respuesta si los 
objetos estudiados fueran partículas submitocondriales intactas 
tratadas con dinitrofenol? 


3. La proteína A es una flavoproteína con un potencial redox de 
—0.2 V. La proteína B es un citocromo con un potencial redox 


de +0.1 V. 


a. Trace las semirreacciones para cada uno de estos dos porta- 
dores de electrones. 


b. Presente la reacción que ocurriría si se mezclaran moléculas 
A reducidas y moléculas B oxidadas. 


C. ¿Cuáles serían los dos compuestos de la reacción de la parte 
b que estarían presentes en mayor concentración cuando la 
reacción alcanzara el equilibrio? 


4. ¿Cuál de las siguientes sustancias es el agente reductor más 
fuerte: ubiquinona, citocromo c, NAD*, NADH, O, o H,O>, 
¿cuál es el agente oxidante más fuerte?, ¿cuál tiene la mayor 
afinidad por los electrones? 


5. Si se determinara que la membrana mitocondrial interna es 
permeable a los iones cloro, ¿qué efecto tendría esto en la fuer- 
za motriz de protones a través de la membrana mitocondrial 
interna? 


6. Observe la caída de la energía durante el transporte de electro- 
nes que se muestra en la figura 5-14. ¿En qué sería diferente 
este perfil si el donador de electrones original fuera FADH, en 
lugar de NADH? 


7. ¿Esperaría que la importación de P, diera lugar a un descenso 
de la fuerza motriz de protones?, ¿por qué? 


8. En la carta de potenciales redox estándar del cuadro 5-1, la 
pareja oxaloacetato-malato es menos negativa que la pareja 
NAD*-NADH. ¿En qué forma son consistentes estos valores 
con la transferencia de electrones de malato a NAD* en el ciclo 
del ácido tricarboxílico? 


9. ¿Cuántos trifosfatos de alta energía se forman con la fosforila- 
ción al nivel del sustrato durante cada giro del ciclo del TCA 
(considérense sólo las reacciones del ciclo del TCA)?, ¿cuántos 
se forman como resultado de la fosforilación oxidativa?, ¿cuán- 
tas moléculas de CO, se liberan>, ¿cuántas moléculas de FAD se 
reducen?, ¿cuántos pares de electrones se separan del sustrato? 


10. El ensamblaje de grupos Fe-S, que ocurre en la matriz mitocon- 
drial, es muy vulnerable a la presencia de O,. Dada la importan- 
cia de las mitocondrias en el metabolismo aerobio, ¿parece ser 
éste un lugar improbable para que ocurra dicho proceso? 


11. El descenso de AG” de un par de electrones a su paso de 
NADH a O, es —52.6 kcal/mol y el AG” de la formación 
de ATP es +7.3 kcal/mol. Si se forman tres moléculas de ATP 
por cada par de electrones separados del sustrato, ¿puede con- 
cluirse que la fosforilación oxidativa tiene sólo una eficiencia de 


21.9/52.6 o 42%?, ¿por qué? 


12. ¿Esperaría que las mitocondrias con actividad metabólica aci- 
dificaran o alcalinizaran el medio en el que están suspendidas?, 
¿sería distinta su respuesta si trabajaran con partículas submi- 
tocondriales y no con mitocondrias?, ¿por qué? 


13. Asúmase que el movimiento de tres protones es necesario para 
la síntesis de una molécula de ATP. Calcúlese la energía libera- 
da por el paso de tres moles de protones a la matriz cuando la 


14. 


15. 


16. 


{7 


fuerza motriz del protón se mide en 220 mV (véase la página 
191 para obtener información). 


¿Esperaría que las mitocondrias aisladas pudieran realizar la 
oxidación de la glucosa con la producción acompañante de 
ATP», ¿por qué?, ¿cuál sería un compuesto adecuado para agre- 
gar a la preparación de mitocondrias aisladas a fin de lograr la 


síntesis de ATP? 
Calcule la energía libre que se libera cuando FADH, se oxida 


por O, molecular en condiciones estándar. 


Con base en el conocimiento sobre la organización de la mito- 
condria y la manera en que genera ATP, responda las preguntas 
siguientes. Dé una breve explicación de cada respuesta. 


a. ¿Cuál sería el efecto de la producción de ATP si se agregara 
una sustancia (protonóforo) que provocara que la membra- 
na mitocondrial posibilitara el escape de protones? 


b. ¿Cuál sería el efecto de la reducción del suministro de oxí- 
geno en el pH de la matriz mitocondrial? 


c. Presupóngase que el suministro celular de glucosa se reduce 
en proporción considerable. ¿Cuál sería el efecto sobre la 
producción de CO, en la mitocondria? 


Asúmase que puede manipular el potencial de la membrana 
interna de una mitocondria aislada. Se mide el pH de la matriz 
mitocondrial y se observa que es de 8.0. El pH de la solución 
que la baña es de 7.0. Se coloca una pinza en la membrana in- 
terna con un potencial de +59 mV, esto es, que obliga a la ma- 
triz a tener un valor positivo de 59 mV con respecto al medio. 


18. 


19. 


20. 


21. 
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En estas circunstancias, ¿puede la mitocondria usar el gradiente 
de protones para impulsar la síntesis de AT'P? Explique su res- 
puesta. 


Supóngase que puede sintetizar una ATP sintasa que carezca 
de la subunidad y. ¿Cómo se compararían los sitios catalíticos de 
las subunidades B de esta enzima entre sí?, ¿por qué? 


esde el punto de vista funcional, la sintasa puede divi- 
Desde el punto dı ta fu al, la ATP sintasa puede d 
irse en dos partes: un “estabilizador” formado por subunidades 
d dos parti “estabilizador” f dop bunidad 
que no se mueven durante la catálisis y un “rotor” formado por 
as partes móviles. ¿Qué subunidades de la enzima constituyen 
las part óviles. ¿ bunidades de 1 tituy 
cada una de estas dos partes?, ¿cómo se relacionan las estructu- 
ras de las partes inmóviles del estabilizador de F, con las partes 
inmóviles del estabilizador de F? 


Las células contienen una proteína llamada F, que se une con 
fuerza al sitio catalítico de la ATP sintasa, lo que inhibe su 
actividad en ciertas circunstancias. ¿Puede pensar en alguna 
circunstancia en la que tal inhibidor pudiera ser útil para la 
célula? 


El DNA mitocondrial es duplicado por la enzima polimerasa 
y de DNA. Los ratones “mutadores” que se consideraron en la 
página 202 tenían este fenotipo porque poseían una polimerasa 
y que tendía a cometer errores al copiar su molde de mtDNA. 
Se señalaron un par de limitaciones al interpretar estos estudios 
en términos del proceso de envejecimiento normal. ¿Qué cree 
que se podría haber aprendido al generar ratones que tuvieran 
una polimerasa y súper precisa; o sea, una que cometiera menos 
errores que la versión normal (nativa)? 


La fotosíntesis y el cloroplasto 


6.1 Estructura y función del cloroplasto 


6.2 Una revisión del metabolismo 
fotosintético 


6.3 La absorción de luz 


6.4 Unidades fotosintéticas y centros 
de reacción 


6.5 Fotofosforilación 


6.6 Fijación del dióxido de carbono 
y la síntesis de carbohidratos 
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as primeras formas de vida sobre la Tierra debieron haber obtenido sus 

materias primas y energía de moléculas orgánicas simples disueltas en su 

ambiente acuoso. Tales moléculas orgánicas tuvieron que formarse por 
medios abióticos, o sea como resultado de reacciones químicas no biológicas que ocu- 
rrieron en los océanos primitivos. Por tanto, justo como los seres humanos sobreviven 
con los nutrientes que toman de su ambiente, del mismo modo debieron ser las formas 
de vida originales. Los organismos que dependían de una fuente externa de compues- 
tos orgánicos se llamaron heterótrofos. 

El número de organismos heterótrofos que vivió en la Tierra primitiva debió ser 
muy limitado porque la producción espontánea de moléculas orgánicas es muy lenta. 
La evolución de la vida en el planeta recibió un impulso tremendo con la aparición de 
organismos que empleaban una nueva estrategia metabólica. A diferencia de sus pre- 
decesores, estos organismos podían fabricar sus propios nutrientes orgánicos a partir 
de tipos más sencillos de moléculas inorgánicas, como el dióxido de carbono (CO,) y 
el sulfuro de hidrógeno (HS). Los organismos capaces de sobrevivir con CO, como 
su principal fuente de carbono se denominan autótrofos. 


Micrografía óptica de una célula epidérmica viva de una hoja de Arabidopsis thaliana. La célula 
contiene varios cloroplastos, los organelos que alojan la maquinaria fotosintética de la planta. En 
condiciones normales los cloroplastos se dividen por fisión binaria en la que un solo estrechamiento 
divide el organelo en dos hijas iguales. Esta célula proviene de una planta mutante que se caracte- 
riza por fisión asimétrica. El cloroplasto muy alargado inició la fisión asimétrica en varios sitios, 
como lo indican los múltiples estrechamientos. Las mutantes son invaluable para la identificación 
de genes participantes en todo tipo de procesos celulares. Por lo general un gen sólo se vuelve visible 
cuando funciona mal y brinda a los investigadores una idea de la función normal del gen, en este 
caso su participación en la fisión del cloroplasto. (CorTEsÍA DE Kevin D. STOKES Y STANISLAV 
VirHa, MICHIGAN STATE UNIVERSITY.) 


La manufactura de moléculas orgánicas complejas a partir 
de CO, demanda grandes cantidades de energía. En el curso de 
la evolución surgieron dos tipos principales de autótrofos que 
se distinguen por su fuente de energía. Los quimioautótrofos 
utilizan la energía almacenada en moléculas inorgánicas (como 
amoniaco, sulfuro de hidrógeno o nitritos) para convertir el 
CO, en compuestos orgánicos, mientras que los fotoautótrofos 
emplean la energía radiante del Sol para obtener el mismo re- 
sultado. Como todos los quimioautótrofos son procariotas y su 
contribución relativa a la formación de la biomasa en la Tierra 
es pequeña, sus actividades metabólicas no se consideran más. 
Por otro lado, los fotoautótrofos son los encargados de capturar 
la energía que impulsa las actividades de la mayor parte de los 
organismos de la Tierra. El grupo de fotoautótrofos incluye 
plantas y algas eucariotas, varios protistas flagelados y miembros 
de varios grupos de procariotas. Todos estos organismos reali- 
zan fotosíntesis, un proceso en el que la energía de la luz solar 
se transforma en energía química que se almacena en carbohi- 
dratos y otras moléculas orgánicas. 

Durante la fotosíntesis se retiran electrones con relativa- 
mente baja energía de un compuesto donador y se convierten 
en electrones de alta energía con la energía absorbida de la luz.* 
Estos electrones de alta energía se emplean después en la sínte- 
sis de moléculas biológicas reducidas, como almidón y aceites. 
Es probable que los primeros grupos de fotoautótrofos, que 
pudieron haber dominado la Tierra durante 2 mil millones de 
años, utilizaran sulfuro de hidrógeno como su fuente de electro- 
nes para la fotosíntesis, con la reacción general 


luz 


CO, +2 H,S — (CH,O) + H,O + 2S 


donde (CH,O) representa una unidad de carbohidrato. Muchas 
bacterias actuales efectúan este tipo de fotosíntesis; la figura 6-1 
muestra un ejemplo. Sin embargo, como en la actualidad el sul- 
furo de hidrógeno no es abundante ni se encuentra en cualquier 
parte, los organismos que dependen de este compuesto como 
fuente de electrones se limitan a hábitat como los manantiales 
de azufre y respiraderos en la profundidad del océano. 

Hace cerca de 2700 a 2400 millones de años apareció en 
la Tierra un nuevo tipo de procariota fotosintético que podía 
utilizar una fuente mucho más abundante de electrones, el 
agua. El uso del agua no sólo permitió a estos organismos (las 
cianobacterias), explotar una variedad mucho más amplia de 
hábitat en el planeta (fig. 1-15), también produjo un compuesto 
de desecho con consecuencias enormes para todas las formas de 
vida. El producto de desecho era oxígeno molecular (O,), que se 
forma por la reacción general 


luz 


CO, + H,O — (CHO) + O, 


El cambio de H,S a H,O como sustrato para la fotosíntesis es 
más difícil que la sustitución de una letra por otra. El poten- 
cial redox de la pareja S-H,S es 0.25 V en comparación con 
+0.816 V de la pareja O,-H,O (pág. 184). En otras palabras, el 
átomo de azufre en una molécula de H,S tiene mucha menor 
afinidad por sus electrones (y por tanto se oxida con más facili- 
dad) que el átomo de oxígeno en la molécula de agua. En con- 


“Véase la nota al pie de la página 179 respecto al uso del término “electrones de 
alta energía”. 
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FIGURA 6-1 Bacterias fotosintéticas verdes de azufre se encuentran 
como un anillo de células periféricas que mantienen una relación sim- 
biótica con una sola bacteria anaerobia heterotrófica en el centro de la 
“colonia”. La bacteria heterotrófica recibe materiales orgánicos produ- 
cidos por los simbiontes fotosintéticos. Las vesículas fotosintéticas que 
contienen la maquinaria para capturar la luz son visibles en las bacterias 
verdes del azufre. (REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE Tom FENCHEL. 
Science 296:1070, 2002, CORTESÍA DE KENNETH J. CLARKE. DERE- 
CHOS RESERVADOS 2002, AMERICAN ASSOCIATION FOR THE ÅDVANCE- 
MENT OF SCIENCE.) 


secuencia si un organismo va a realizar la fotosíntesis oxigénica 
(liberadora de oxígeno) tiene que generar un agente oxidante 
muy fuerte como parte de su metabolismo fotosintético para 
tirar de los electrones bien sujetos del agua. El cambio de H,S 
(u otros sustratos reducidos) en H,O como fuente de electrones 
para la fotosíntesis requirió una revisión de la maquinaria foto- 
sintética. 

En algún momento de la evolución una de estas cianobac- 
terias ancestrales productoras de oxígeno se alojó dentro de una 
célula proeucariota no fotosintética que contenía mitocondrias. 
Con el tiempo las cianobacterias simbióticas se transformaron 
de organismos separados que vivían dentro de una célula hospe- 
dadora en un organelo citoplásmico, el cloroplasto. Conforme 
el cloroplasto evolucionó, la mayoría de los genes que estaban 
presentes al principio en la cianobacteria se perdió o se transfi- 
rió al núcleo de la célula vegetal. Como resultado los polipépti- 
dos que se encuentran en los cloroplastos de las plantas actuales 
se codifican en los genomas del núcleo y del cloroplasto. Los 
extensos análisis de los genomas del cloroplasto sugieren que 
todos los cloroplastos modernos surgieron de una relación sim- 
biótica ancestral única. Como resultado de su ancestro común, 
los cloroplastos y las cianobacterias comparten muchas caracte- 
rísticas básicas, inclusive una maquinaria fotosintética similar, 
que se describe con detalle en las páginas siguientes. Mi 
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6.1 ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DEL CLOROPLASTO 


Los cloroplastos se localizan sobre todo en las células mesófilas 
de las hojas. La estructura de una hoja y la disposición de los 
cloroplastos alrededor de la vacuola central de una célula mesó- 
fila se muestran en la figura 6-2. Por lo general los cloroplastos 
de las plantas superiores tienen forma de lente (fig. 6-3), miden 
cerca de 2 a 4 um de ancho y 5 a 10 pum de largo, y casi siempre 
hay 20 a 40 en cada célula. Sus dimensiones determinan que los 
cloroplastos sean gigantes entre los organelos, tan grandes como 
un eritrocito de mamífero. Como se ilustra en la fotografía que 
abre este capítulo, los cloroplastos surgen por fisión de cloro- 
plastos preexistentes (o sus precursores no pigmentados, que se 
denominan protoplastos). 

Los cloroplastos se identificaron como el sitio de la foto- 
síntesis en 1881 mediante un ingenioso experimento del biólogo 
alemán T. Engelmann. Él iluminó la células del alga verde Spi- 
rogyra sp. y encontró bacterias con movimientos activos reunidas 
fuera de la célula, cerca del sitio del gran cloroplasto con forma 
de listón (fig. 1-5). Las bacterias usaban las cantidades diminutas 
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FIGURA 6-2 Organización funcional de una hoja. El corte de la hoja 
muestra varias capas de células que contienen cloroplastos distribuidos 
en el citoplasma. Estos cloroplastos realizan la fotosíntesis y proporcio- 
nan así materias primas y energía química a toda la planta. 


de oxígeno liberadas durante la fotosíntesis en el cloroplasto para 
su respiración aeróbica. 

La cubierta externa de un cloroplasto consiste en una envol- 
tura formada por dos membranas separadas por un espacio estre- 
cho (fig. 6-3). Como la membrana externa de una mitocondria, 
la membrana externa de la envoltura del cloroplasto contiene 
varias porinas distintas (pág. 175). Aunque estas proteínas po- 
seen conductos hasta cierto punto grandes (alrededor de 1 nm), 
muestran cierta selectividad hacia diversos solutos y por tanto es 
probable que tengan una permeabilidad libre para los metaboli- 
tos clave, como a menudo se describe. La membrana interna de 
la envoltura es muy impermeable; las sustancias que la cruzan lo 
hacen sólo con la ayuda de diversos transportadores. 

Gran parte de la maquinaria fotosintética del cloroplasto, 
(aun los pigmentos que absorben la luz, una cadena compleja 
de portadores de electrones y un aparato para sintetizar AT'P), 
forma parte de un sistema interno de membrana separado de la 
envoltura de doble capa. La membrana interna del cloroplasto, 
que contiene la maquinaria para trasladar la energía, se organiza 
en sacos membranosos aplanados llamados tilacoides. Los ti- 
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FIGURA 6-3 Estructura interna de un cloroplasto. (a) Micrografía elec- 
trónica de transición de un solo cloroplasto. La membrana interna se 
dispone en pilas de tilacoides con forma de disco que están separados 
de la doble membrana externa que forma la envoltura. (5) Esquema de 
un cloroplasto que muestra la doble membrana externa y las membranas 
tilacoides. (A: CORTESÍA DE LESTER K. SHUMWAY.) 


Grana 


arana Estroma 
tilacoidal tilacoidal 
= aS 
p pn 


0.3 um 


FIGURA 6-4 Membranas tilacoidales. Micrografía electrónica de un 
corte a través de una porción de un cloroplasto de espinaca que mues- 
tra los granos tilacoides apilados, conectados entre sí por estroma tila- 
coide no apilado (o láminas estromales). Las esferas oscuras son gránulos 
de lípidos teñidos con osmio. (Tomana DE L. A. STAEHELIN. En L. A. 
STAEHELIN (ED), ENCYCLOPEDIA OF PLANT PHYsIOLOGY, voL. 19, P. 23, 
SPRINGER-VERLAG, 1986.) 


lacoides están dispuestos en pilas ordenadas que se denominan 
grana (figs. 6-3 y 6-4). El espacio interior del tilacoide es la luz 
(lumen) y el espacio fuera de éste y dentro de la envoltura del 
cloroplasto es el estroma, que contiene las enzimas encargadas 
de la síntesis de carbohidratos. 

Como la matriz de una mitocondria, el estroma de un cloro- 
plasto alberga pequeñas moléculas de DNA circular de doble ca- 
dena y ribosomas similares a los procariotas. Como ya se explicó, 
el DNA del cloroplasto es una reliquia del genoma de un sim- 
bionte interno bacteriano ancestral. Según el organismo, el DNA 
del cloroplasto contiene entre 60 y 200 genes que participan en 
la expresión génica (p. ej., tRNA, rRNA, proteínas ribosómicas) 
o en la fotosíntesis. Casi todos los 2000 a 3500 polipéptidos 
estimados de un cloroplasto se codifican en el DNA del núcleo y 
se sintetizan en el citosol. Una maquinaria de transporte especia- 
lizada incorpora estas proteínas hacia el cloroplasto (sección 8.9). 

Las membranas tilacoides poseen un alto contenido pro- 
teínico y son inusuales porque tienen cantidades más o menos 
pequeñas de fosfolípidos. En su lugar, estas membranas albergan 
un alto porcentaje de glucolípidos que contienen galactosa como 
el que se muestra en seguida: 


0 
l 
CH¿—CH2—CH=CH—CH¿—CH=CH—CH2—CH=CH—(CH»)y—C—OCH> 


0 
[l 
CH¿—CH2—CH=CH—CH,—CH=CH—CHy—CH=CH—(CHo)—C—OCH 


CHOH O —CH) 
OH 
OH 
Monogalactosil diacilglicerol 
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Los dos ácidos grasos de estos lípidos contienen varios enlaces 
dobles, lo que hace que la bicapa lipídica de las membranas tila- 
coides sea muy fluida. La fluidez de la bicapa lipídica facilita la 
difusión lateral de complejos proteínicos a través de la membra- 
na durante la fotosíntesis. 


1. Describir el efecto que se cree que la evolución de 
las cianobacterias ejerció en el metabolismo de los 
organismos. 

2. Describir la organización de las membranas de un 
cloroplasto. ¿En qué difiere esta organización de la de 
las mitocondrias? 

3. Distinguir entre estroma y luz, membrana de envoltura 
y membrana tilacoide, autótrofos y heterótrofos. 


6.2 UNA REVISIÓN DEL METABOLISMO 
FOTOSINTETICO ŻŽŻ Žž —Ž — 


Un avance importante en la comprensión de las reacciones quí- 
micas de la fotosíntesis se produjo a principios del decenio de 
1930 con la proposición de C. B. van Niel, un estudiante gradua- 
do de la Stanford University. Considérese la ecuación general de 
la fotosíntesis como se presentó antes: 


luz 
CO, + H.O 5 (CHO)+ 0, 


La creencia prevaleciente en 1930 era que la energía de la luz se 
usaba para separar el CO,, con lo que se liberaba oxígeno mole- 
cular (O,) y se transfería el átomo de carbono a una molécula de 
agua para formar una unidad de carbohidrato (CH,O). En 1931 
van Niel propuso un mecanismo alternativo basado en su trabajo 
con bacterias del azufre. Estaba demostrado que estos organis- 
mos eran capaces de reducir CO, en carbohidratos con la energía 
de la luz sin producir al mismo tiempo O, molecular. La reacción 
propuesta para las bacterias del azufre era: 


luz 
CO, +2H,5 = (CHO) +H,0+25 


Con base en la postulación de una similitud básica en los proce- 
sos fotosintéticos de todos los organismos, van Niel propuso una 
reacción general para incluir estas actividades: 


luz 
CO, +2 HA 5 (CHO) + H,O +2A 


Para la producción de una hexosa, como la glucosa, la reacción 
sería 


luz 
6 CO, + 12H, A => CHO, +6 H,O + 12 A 


Van Niel reconoció que en esencia la fotosíntesis era un proceso 
de oxidación-reducción. En la reacción previa, H,A es un dona- 
dor de electrones (agente reductor) y puede representar al H,O, 
HS y a otros sustratos reducidos que utilizan los diversos tipos 
de bacterias. Sin embargo, el dióxido de carbono es un agente 
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oxidante, que en una célula vegetal se reduce para formar una 
hexosa en la reacción siguiente: 


luz 
é CO, +12 HO > CH,O,+6H,0 +60, 


En este esquema cada molécula de oxígeno no se deriva del 
CO,, sino de la descomposición de dos moléculas de H,O, un 
proceso impulsado por la absorción de la luz. Samuel Ruben y 
Martin Kamen de la University of California en Berkeley, esta- 
blecieron con claridad la función del agua en la formación del 
oxígeno molecular en 1941. Estos investigadores realizaron ex- 
perimentos en suspensiones de algas verdes con un isótopo mar- 
cado de oxígeno, O, en sustitución del isótopo usual, **O. Una 
muestra de algas se expuso a C['O,] marcado y agua no marca- 
da, mientras que otra muestra se expuso a dióxido de carbono no 
marcado y H,[*O] marcada. Los investigadores formularon una 
pregunta sencilla: ¿cuál de las dos muestras de organismos foto- 
sintéticos liberaría O? Las algas que recibieron agua marcada 
produjeron oxígeno marcado, lo que demostró que el O, que se 
produjo durante la fotosíntesis provino de H,O. Las algas que 
recibieron dióxido de carbono marcado produjeron oxígeno sin 
marcar, lo que confirma que el O, no se produce a partir de la 
separación química del CO,. Contrario a la creencia popular, no 
era el dióxido de carbono el que se dividía en sus dos componen- 
tes atómicos, sino el agua. La hipótesis de van Niel se confirmó. 

La proposición de van Niel puso la fotosíntesis en una pers- 
pectiva diferente; en esencia se convirtió en el inverso de la respi- 
ración mitocondrial. En tanto la respiración mitocondrial reduce 
el oxígeno en agua, la fotosíntesis en los cloroplastos oxida el 
agua en oxígeno. Puesto que el primer proceso libera energía, 
el último debe necesitarla. La figura 6-5 presenta una revisión de 
la termodinámica de la fotosíntesis y la respiración aeróbica. En 
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las páginas siguientes se evidenciarán muchas similitudes entre 
estas dos actividades metabólicas. 

Los fenómenos de la fotosíntesis pueden dividirse en dos 
series de reacciones. Durante la primera etapa, las reacciones 
dependientes de la luz, la energía de la luz solar se absorbe y 
se almacena como energía química en dos moléculas biológicas 
clave: ATP y NADPH. Como se explicó en el capítulo 3, el ATP 
es la principal fuente celular de energía química y el NADPH es 
su principal fuente de poder reductor. Durante la segunda etapa, 
las reacciones independientes de la luz (o “reacciones oscuras” 
como suelen llamarse), los carbohidratos se sintetizan a partir 
del dióxido de carbono con la energía almacenada en las mo- 
léculas de ATP y NADPH que se producen en las reacciones 
dependientes de la luz. Se estima que la vida vegetal en la Tierra 
convierte alrededor de 500 mil billones de kilogramos de CO, 
en carbohidratos cada año, una cantidad casi 10000 veces mayor 
que la producción bovina anual del mundo. 

A continuación se describen las reacciones dependientes de 
la luz, que son complejas y aún no se comprenden del todo. 


1. ¿De qué manera es la fotosíntesis el inverso de la 
respiración? 

2. ¿Qué similitud tiene la fotosíntesis no oxigénica que 
emplea H,S como fuente de electrones con la fotosíntesis 
oxigénica que utiliza H,O como fuente de electrones? 

3. En términos generales, ¿en qué difieren las reacciones 
independientes de la luz de las que dependen de la luz? 
¿Cuáles son los principales productos de ambos tipos de 
reacciones? 
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FIGURA 6-5 Una revisión de la energética de la fotosíntesis y la respiración aeróbica. 


6.3 LA ABSORCIÓN DE LUZ 


La luz viaja en paquetes (o cuantos) de energía llamados foto- 
nes, que pueden considerarse “partículas” de luz.? El contenido 
de energía de un fotón depende de la longitud de onda de la luz 
de acuerdo con la ecuación 


E= hh 


donde » es la constante de Planck (1.58 X 107% cal + s), c es la 
velocidad de la luz en el vacío y A es la longitud de onda de la luz. 
Mientras más corta sea la longitud de onda, mayor es el conteni- 
do de energía. Un mol (6.02 X 10%) de fotones con longitud de 
onda de 680 nm, una longitud de onda importante en la fotosín- 
tesis, contiene alrededor de 42 kcal de energía, que equivalen al 
cambio en el potencial redox de casi 1.8 V (calculado al dividir 
42 kcal entre la constante de Faraday de 23.06 kcal/V). 

La absorción de la luz es el primer paso en cualquier proceso 
químico. Cuando una molécula absorbe un fotón, un electrón se 
vuelve lo bastante energético para trasladarse de un orbital inter- 
no a uno externo. Se dice que la molécula cambió del estado ba- 
sal al estado de excitación. Como el número de orbitales en los 
que un electrón puede existir es limitado y cada orbital tiene un 
nivel específico de energía, se deduce que cualquier átomo o mo- 
lécula puede absorber sólo ciertas longitudes de onda específicas. 

El estado de excitación de una molécula es inestable y cabe 
esperar que dure sólo 10”? s. Un electrón en estado de excita- 
ción puede sufrir varias consecuencias según las circunstancias. 
Considérese una molécula de clorofila, que es el pigmento fo- 
tosintético absorbente de luz más importante. Si el electrón de 
una molécula de clorofila excitada regresa al orbital inferior, la 
energía que había absorbido debe liberarse. Si la energía se libera 
en forma de calor o luz (fluorescencia o fosforescencia), la clo- 
rofila regresó al estado basal original y la energía del fotón no se 
utilizó. Esto es justo lo que se observa cuando una preparación de 
clorofila aislada en solución se ilumina: la solución se vuelve fluo- 
rescente porque la energía absorbida se emite de nuevo con una 
longitud de onda mayor (o sea, menor energía). Sin embargo, si 
el mismo experimento se realiza en una preparación de cloroplas- 
tos aislados, sólo se observa una fluorescencia débil, lo que indica 
que muy poca de la energía absorbida se disipa. En lugar de eso 
los electrones excitados de las moléculas de clorofila se transfie- 
ren a los receptores de electrones dentro de las membranas del 
cloroplasto antes de tener la oportunidad de regresar a orbitales 
de menor energía. Por tanto los cloroplastos son capaces de apro- 
vechar la energía absorbida antes que se disipe. 


Pigmentos fotosintéticos 


Los pigmentos son compuestos que parecen estar coloreados 
porque sólo absorben luz de una longitud de onda particular 
dentro del espectro visible. Las hojas son verdes porque sus clo- 
roplastos contienen grandes cantidades del pigmento clorofila, 
que absorbe con mayor intensidad el azul y el rojo, en tanto re- 
fleja las longitudes de onda verdes intermedias hacia los ojos del 


2La idea de que la radiación electromagnética (p. ej., luz) tiene propiedades tanto 
de onda como de partícula surgió a principios del siglo xx a partir del trabajo de 
Max Planck y Albert Einstein, y marcó el comienzo del estudio de la mecánica 
cuántica. 
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que las ve. La estructura de la clorofila se muestra en la figura 
6-6. Cada molécula consiste en dos partes: un anillo de porfi- 
rina que funciona en la absorción de luz y una cadena de fitol 
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FIGURA 6-6 Estructura de la clorofila a. La molécula consiste en un anillo 
de porfirina (que a su vez se forma con cuatro anillos pirrólicos más peque- 
ños) con un ion magnesio en el centro y una larga cola de hidrocarburo. La 
sombra verde alrededor del borde de la porfirina indica la deslocalización 
de electrones que forman una nube. La estructura de la porfirina con mag- 
nesio de la clorofila puede compararse con la porfirina con hierro del hem 
mostrado en la figura 5-12. La clorofila / y la bacterioclorofila a contienen 
ciertas sustituciones, como se indica. Por ejemplo, el grupo —CH, del ani- 
llo II se sustituye por un grupo —CHO en la clorofila b. La clorofila a se 
encuentra en todos los organismos fotosintéticos productores de oxígeno, 
pero no en las diversas bacterias del azufre. Además de la clorofila a, la clo- 
rofila 4 está presente en todas las plantas superiores y las algas verdes. Otras 
que no se muestran son la clorofila c, presente en las algas cafés, diatomeas 
y ciertos protozoarios, así como la clorofila d, que se encuentra en las algas 
rojas. La bacterioclorofila sólo se halla en las bacterias verdes y púrpura, 
microorganismos que no producen O, durante la fotosíntesis. 
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hidrófobo que mantiene la clorofila incrustada en la membrana 
fotosintética. A diferencia de las porfirinas rojas que contienen 
hierro (grupos hem) de la hemoglobina y la mioglobina, la porfi- 
rina de la molécula de clorofila contiene un átomo de magnesio. 
Los enlaces sencillos y dobles alternados a lo largo del borde del 
anillo de porfirina retiran electrones, con lo que se forma una 
nube alrededor del anillo (fig. 6-6). Se dice que los sistemas de 
este tipo son conjugados, y absorben intensamente la luz visible. 
La energía absorbida causa una redistribución de la densidad 
electrónica de la molécula, lo que a su vez favorece la pérdida 
de un electrón que se dona a un aceptor apropiado. El sistema de 
enlaces conjugados también amplía los picos de absorción y ello 
permite que las moléculas individuales absorban la energía de un 
rango de longitudes de onda. Estas características son evidentes 
en un espectro de absorción de moléculas de clorofila purificadas 
(fig. 6-7). Un espectro de absorción es una gráfica de la intensi- 
dad de la luz absorbida en relación con su longitud de onda. El 
rango de longitudes de onda absorbidas por los pigmentos foto- 
sintéticos que se hallan dentro de los tilacoides se aumenta aún 
más porque los pigmentos establecen relaciones no covalentes 
con diversos polipéptidos. 

Los organismos fotosintéticos contienen varias clases de 
clorofila que difieren entre sí por los grupos laterales unidos al 
anillo de porfirina. La figura 6-6 muestra las estructuras de estos 
pigmentos. Las clorofilas son los principales pigmentos fotosin- 
téticos absorbentes de luz, pero las plantas terrestres también 
contienen pigmentos accesorios naranja y rojo llamados carote- 
noides. Este grupo comprende el caroteno B, que es un sistema 
lineal de dobles enlaces conjugados: 


CH, CH, CH, CH, H, 
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Caroteno P 


Los carotenoides absorben la luz sobre todo de la región azul y 
verde del espectro (fig. 6-7), y reflejan las longitudes de onda de 
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FIGURA 6-7 Espectro de absorción para varios pigmentos fotosinté- 
ticos de las plantas superiores. El fondo muestra los colores que el ser 
humano percibe para las longitudes de onda del espectro visible. Las 
clorofilas deben absorber con más intensidad en las regiones violeta-azul 
y roja del espectro, en tanto los carotenoides (p. ej., caroteno B) también 
absorben en la región verde. Las algas rojas y las cianobacterias con- 
tienen pigmentos adicionales (ficobilinas) que absorben en las bandas 
intermedias del espectro. 


las regiones del amarillo, el naranja y el rojo. Los carotenoides 
producen los colores característicos de las zanahorias y las naran- 
jas, así como el de las hojas de algunas plantas durante el otoño. 
Los carotenoides desempeñan múltiples funciones: actúan como 
recolectores secundarios de luz durante la fotosíntesis y extraen 
el exceso de energía de las moléculas excitadas de clorofila y la 
disipan como calor. Si los carotenoides no absorbieran este exce- 
so de energía podría transferirse al oxígeno, lo que produciría una 
forma ultrarreactiva de la molécula denominada oxígeno sencillo 
(20*) que puede destruir moléculas biológicas y causar la muerte 
celular. 

Como la luz que incide sobre la hoja está compuesta por va- 
rias longitudes de onda, la presencia de pigmentos con distintas 
propiedades de absorción asegura que un mayor porcentaje de 
los fotones incidentes estimule la fotosíntesis. Esto puede verse 
si se examina un espectro de acción (fig. 6-8), que es una gráfica 
de la velocidad relativa (o eficiencia) de la fotosíntesis producida 
por la luz de varias longitudes de onda. A diferencia de un es- 
pectro de absorción, que sólo mide las longitudes de onda de la 
luz absorbida por pigmentos particulares, un espectro de acción 
identifica las longitudes de onda que son efectivas para inducir 
una respuesta fisiológica determinada. El espectro de acción para 
la fotosíntesis sigue muy de cerca al espectro de absorción de las 
clorofilas y los carotenoides, y refleja la participación de estos 
pigmentos en el proceso fotosintético. 


REVISIÓN 


1. ¿Cuál es la diferencia entre un espectro de absorción y 
un espectro de acción? 

2. Comparar la estructura, la absorción y la función de las 
clorofilas y los carotenoides. 
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FIGURA 6-8 Espectro de acción para la fotosíntesis. El espectro de ac- 
ción (representado por la línea roja) indica la eficiencia relativa con la 
que la luz de distintas longitudes de onda puede promover la fotosíntesis 
en las hojas de una planta. Puede generarse un espectro de acción si se 
mide el O, producido por las hojas después de la exposición a varias lon- 
gitudes de onda. Las líneas negras indican los espectros de absorción de 
cada pigmento fotosintético principal. La línea verde muestra el espectro 
de absorción combinado de todos los pigmentos. 
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Y CENTROS DE REACCIO 


En 1932, Robert Emerson y William Arnold del California Ins- 
titute of Technology realizaron un experimento que sugería que no 
todas las moléculas de clorofila de un cloroplasto participaron en 
forma directa en la conversión de la energía lumínica a energía 
química. Estos investigadores usaron suspensiones del alga verde 
Chlorella y luces centelleantes de duración en extremo corta para 
determinar la cantidad mínima de luz necesaria para obtener la 
producción máxima de oxígeno. Con base en el número de mo- 
léculas de clorofila presentes en la preparación, calcularon que 
se liberaba una molécula de oxígeno durante un destello breve 
de luz por cada 2500 moléculas de clorofila presentes. Más tarde 
Emerson demostró que debe absorberse un mínimo de ocho fo- 
tones para producir una molécula de O,, lo que significa que 
los cloroplastos contienen alrededor de 300 veces más moléculas 
de clorofila de lo que parecería necesario para oxidar el agua y 
generar O,. 

Una posible interpretación de este hallazgo es que sólo un 
porcentaje muy pequeño de moléculas de clorofila participa en 
la fotosíntesis, pero no es así. Por el contrario, varios cientos de 
moléculas de clorofila actúan juntas como una unidad fotosinté- 
tica en la que sólo un miembro del grupo, la clorofila del centro 
de reacción, transfiere electrones a un receptor. Aunque la mayor 
parte de las moléculas de pigmento no participa en forma directa 
en la conversión de energía lumínica a energía química, son las 
encargadas de la absorción de la luz. Estas moléculas de pigmen- 
to forman una antena recolectora de luz que absorbe fotones 
de diversas longitudes de onda y transfiere la energía (llamada 
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FIGURA 6-9 Transferencia de la energía de excitación. La energía se 
transfiere al azar por una red de moléculas de pigmento que absorben 
luz con longitud de onda cada vez mayor hasta que la energía llega a una 
clorofila en el centro de reacción, la cual transfiere un electrón en estado 
de excitación a un receptor primario, como se describe más adelante en 
este capítulo. 
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energía de excitación) con gran rapidez a la molécula de pigmento 
en el centro de reacción. 

La transferencia de la energía de excitación de una molécula 
de pigmento a otra es muy sensible a la distancia entre las mo- 
léculas. Las moléculas de clorofila de una antena se mantienen 
muy próximas entre sí (con menos de 1.5 nm de separación) 
entre los polipéptidos de las membranas integrales mediante en- 
laces no covalentes. Una “regla” que opera entre los pigmentos de 
la antena es que la energía sólo puede transferirse a una molécula 
que requiere una energía igual o menor. En otras palabras, la 
energía nada más puede pasarse a una molécula de pigmento que 
absorbe luz de igual o mayor longitud de onda (menor energía) 
que la absorbida por la molécula donadora. Conforme la energía 
“recorre” la unidad fotosintética (fig. 6-9), se transfiere de mane- 
ra repetida a una molécula de pigmento que absorbe una longi- 
tud de onda mayor. Al final la energía se transfiere a una clo- 
rofila del centro de reacción, la cual absorbe luz con mayor 
longitud de onda que cualquiera de sus vecinas. Una vez que el 
centro de reacción recibe la energía, el electrón excitado por la 
absorción de la luz puede transferirse a su receptor. 


Formación de oxígeno: 
coordinación de la actividad de dos 
sistemas fotosintéticos diferentes 


La evolución de los organismos capaces de utilizar H,O como 
fuente de electrones se acompañó de grandes cambios en la 
maquinaria fotosintética. La razón de estos cambios se reve- 
la al considerar las características energéticas de la fotosíntesis 
oxigénica (liberadora de O,). La pareja O,-H,O contiene un 
potencial redox estándar de +0.82 V, mientras que el de la pa- 
reja NADP*-NADPH es —0.32 V (cuadro 5-1, pág. 184). La 
diferencia entre los potenciales redox de estas dos parejas (1.14 
V) proporciona una medida de la energía mínima que el siste- 
ma debe absorber para retirar un electrón del agua y pasarlo al 
NADP* bajo condiciones estándar. Sin embargo, las células no 
operan en condiciones estándar y la transferencia de electro- 
nes de H,O a NADP* requiere más que el ingreso mínimo 
de energía. Se estima que durante las operaciones reales en el 
cloroplasto se utilizan más de 2 V de energía para efectuar esta 
reacción de oxidación-reducción. (Este valor de 2 V se estimó 
a partir de la escala que está al lado izquierdo de la figura 6-10, 
que va de menos de +1 V a más de —1 V.) En la página 211 se 
señaló que un mol de fotones con longitud de onda de 680 nm 
(luz roja) equivale a un cambio en el potencial redox de 1.8 V. 
Por tanto, aunque en teoría es posible que un fotón de luz roja 
impulse un electrón al nivel energético necesario para reducir 
NADP* en condiciones estándar (es decir, 1.14 V), el proceso 
se realiza en la célula mediante la acción combinada de dos re- 
acciones distintas para absorber la luz. 

Las reacciones de la fotosíntesis en las que se absorbe luz 
ocurren en complejos pigmento-proteína llamados fotosistemas. 
Se requieren dos tipos de fotosistemas para catalizar las dos reac- 
ciones de absorción lumínica empleadas en la fotosíntesis oxigé- 
nica. Un fotosistema, el fotosistema 11 (PSII), impulsa los elec- 
trones de un nivel energético inferior al del agua hasta un punto 
en la mitad del camino (fig. 6-10). El otro fotosistema, el foto- 
sistema I (PSI), eleva los electrones desde el punto intermedio 
hasta un nivel energético mucho mayor al del NADP*. Los dos 
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FIGURA 6-10 Una revisión del flujo de electrones durante las reaccio- 
nes dependientes de la luz de la fotosíntesis. Los fenómenos que se 
muestran en este esquema se describen con detalle en las páginas si- 
guientes. El contenido energético de los electrones se presenta en voltios. 
Para convertir estos valores en calorías, se multiplican por la constante 


fotosistemas actúan en serie, o sea, uno después del otro. Aunque 
tienen reacciones fotoquímicas muy distintas, los dos tipos de 
fotosistemas de las plantas, así como los de las células bacterianas 
fotosintéticas, tienen notables similitudes en la composición pro- 
teínica y la arquitectura general. Estas propiedades compartidas 
sugieren que todos los centros de reacción fotosintética evolucio- 
naron a partir de una sola estructura ancestral común que se ha 
conservado durante más de 3 mil millones de años. 

El centro de reacción del fotosistema II es un dímero de 
clorofila conocido como P680, la “P” se refiere a “pigmento” y 
el número “680” representa la longitud de onda de la luz que 
este par de clorofilas absorbe con mayor intensidad. El centro 
de reacción del fotosistema 1 también es un dímero de clorofila 
y se conoce como P700 por razones similares. Cuando la luz 
del Sol incide sobre una membrana tilacoide, los pigmentos de 
la antena del PSII y el PSI absorben la energía y la pasan a los 
centros de reacción de ambos fotosistemas. Los electrones del 
centro de reacción de ambos pigmentos se impulsan hasta un 
orbital más externo y cada electrón se transfiere a un receptor 
electrónico primario. Después de perder sus electrones, las clo- 
rofilas del centro de reacción del PSII y el PSI se convierten 
en los pigmentos con carga positiva conocidos como P680* y 


Luz 


de Faraday, 23.06 kcal/V. Por ejemplo, una diferencia de 2.0 V corres- 
ponde a una diferencia energética de 46 kcal/mol de electrones. Esto 
puede compararse con la energía de la luz roja (680 nm), que contiene 


alrededor de 42 kcal/mol de fotones. 


P700* respectivamente. Los receptores de los electrones adquie- 
ren cargas negativas a su vez. En esencia esta separación de carga 
dentro de los fotosistemas es la reacción lumínica: la conversión 
de energía lumínica en energía química. Los centros de reacción 
con carga positiva actúan como atrayentes para los electrones y 
los receptores con carga negativa lo hacen como donadores de 
electrones. Por consiguiente la separación de la carga dentro 
de cada fotosistema establece la base para el flujo de electrones 
a lo largo de una cadena de portadores específicos. 

En la fotosíntesis oxigénica, en la que dos fotosistemas ac- 
túan en serie, el flujo de electrones ocurre a lo largo de tres ra- 
mas, del agua al PSII, del PSII al PSI y del PSI a NADP*”, una 
disposición descrita como esquema en Z que Robert Hill y Fay 
Bendall de la University of Cambridge propusieron por prime- 
ra vez. La figura 6-10 muestra un esbozo general del esquema 
Z; los nombres de los componentes específicos se completarán 
cuando se examine cada una de las principales partes de esta vía. 
Como los miembros de la cadena respiratoria en la mitocondria 
(cap. 5), casi todos los portadores electrónicos del esquema Z 
se encuentran como parte de grandes complejos proteínicos de 
membrana (fig. 6-16). Con los años los investigadores han de- 
sarrollado retratos cada vez más detallados de las estructuras de 


estos complejos. Tales esfuerzos culminaron en los últimos años 
con la publicación de las estructuras de ambos fotosistemas obte- 
nidas mediante cristalografía de rayos X por varios laboratorios, 
con resolución cada vez mayor. 

Como en la mitocondria, la transferencia de electrones li- 
bera energía, utilizada para establecer un gradiente de protones, 
que a su vez impulsa la síntesis de ATP. Como se explica en la 
página 223, el ATP producido en el cloroplasto se emplea so- 
bre todo dentro del organelo para la síntesis de carbohidratos; el 
ATP que se usa fuera del cloroplasto proviene en especial del que 
las mitocondrias de la célula vegetal elaboran. 


Operaciones del PSII: obtención de electrones mediante 
la separación del agua El fotosistema II utiliza la energía 
lumínica absorbida para realizar dos actividades relacionadas: 
extracción de electrones del agua y generación de un gradiente 
de protones. El PSII de las células vegetales es un complejo con 
más de 20 polipéptidos distintos, la mayor parte de los cuales 
están incluidos en la membrana tilacoide. Dos de estas proteínas, 
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FIGURA 6-11 Organización funcional del fotosistema II. (2) Mode- 
lo simplificado del enorme complejo proteína-pigmento que cataliza la 
oxidación del agua impulsada por luz y la reducción de la plastoquinona. 
Las flechas amarillas indican el trayecto que los electrones siguen. Los 
fenómenos inician con la absorción de luz por un pigmento antena en el 
complejo recolector de luz externo (LHCII). La energía se transfiere del 
LHCII por un complejo interno pigmento-proteína de la antena a una 
clorofila a del centro de reacción P680, que es una de las cuatro moléculas 
de clorofila muy próximas (el dímero P680 y dos moléculas accesorias de 
clorofila 4). La absorción de esta energía en P680 excita un electrón, que 
se transfiere a la feofitina (Feo) (paso 1), el receptor primario de electrones 
del PSII. (La feofitina es una molécula de clorofila que carece del ion 
Mg?*.) El electrón pasa después a la plastoquinona PQ_, (paso 2) y luego 
por un Fe?* no hemo a PQ , (paso 3) para formar un radical libre PQ ¿+7 
de carga negativa. La absorción de un segundo fotón envía un segundo 
electrón por la misma vía, lo que convierte el receptor en PQ (paso 4). 
Entonces dos protones entran desde el estroma (paso 5) y generan PQH,, 
que se libera a la bicapa lipídica y se sustituye con una nueva molécula oxi- 


Luz tilacoidal 
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designadas D1 y D2, tienen una importancia particular porque 
juntas se unen con el dímero de clorofila P680 del centro de 
reacción y los cofactores que participan en el transporte de elec- 
trones a través del fotosistema (fig. 6-11). 

El primer paso en la activación del PSII es la absorción de 
luz en un pigmento antena. Casi todos los pigmentos de la an- 
tena que reúnen luz para el PSII se encuentran en un complejo 
pigmento-proteína diferente denominado complejo II reco- 
lector de luz o LHCII. Las proteínas del LHCII se unen con 
las clorofilas y los carotenoides, y se sitúan fuera del centro del 
fotosistema (fig. 6-11a). El LHCII no siempre se relaciona con 
el PSII, sino que en las condiciones apropiadas puede migrar 
por la membrana tilacoide y vincularse con el PSI, donde sirve 
como complejo recolector de luz para el centro de reacción del 
fotosistema I. 


El flujo de electrones del PSII a la plastoquinona La energía de 
excitación pasa de los pigmentos de la antena externa del LHCII 
a una pequeña cantidad de moléculas de clorofila de la parte in- 


Complejo desarrollador 


(b) 


dada de PQ _, (paso 6). Mientras estos fenómenos ocurren, los electrones 
se mueven de H,O mediante Tir, al pigmento del centro de reacción con 
carga positiva (pasos B y A). Por tanto, de manera global, PSII cataliza 
la transferencia de electrones del agua a la plastoquinona. La oxidación 
de dos moléculas de H,O para liberar una molécula de O, genera dos 
moléculas de PQH,. Como la oxidación del agua libera protones hacia la 
luz tilacoide y la reducción de PQ ¿7 retira protones del estroma, la ope- 
ración de PSII contribuye de manera muy importante al establecimiento 
del gradiente de H+. La figura muestra un monómero de un complejo 
dimérico del fotosistema II. (4) Organización propuesta de iones metáli- 
cos en el sitio de oxidación de agua, basada en datos de espectroscopia y 
cristalografía de rayos X. En este modelo, tres iones Mn y un ion Ca (así 
como cuatro átomos de oxígeno) están dispuestos formando parte de un 
cúmulo cuboide con un puente hacia un cuarto ion Mn en un sitio cerca- 
no. Una de las moléculas de agua sustrato está unida al cuarto ion Mn y la 
otra molécula de agua sustrato está unida al ion Ca. La reacción entre los 
átomos de oxígeno y las dos moléculas de agua (flecha roja) conduce a la 
formación de un enlace O=O. Mn, café; Ca, azul; O, rojo. 
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terior de la antena situada en el centro del PSII. A partir de ahí la 
energía se transfiere al centro de reacción del PSII. El pigmento 
excitado del centro de reacción (P680*) responde con la trans- 
ferencia de un solo electrón excitado por la luz a una molécu- 
la cercana de feofitina, similar a la clorofila (paso 1, fig. 6-114), 
que es el principal receptor de electrones. Esta transferencia de 
electrones genera una separación de la carga en PSII entre un 
donador de carga positiva (P680*) y un receptor de carga nega- 
tiva (Feo”). La importancia de la formación de dos especies con 
cargas opuestas, P680* y Feo”, se vuelve más evidente cuando 
se consideran las capacidades de oxidación-reducción de estas 
dos especies. P680* es deficiente en electrones y puede aceptar 
electrones, lo que lo convierte en un agente oxidante. En cambio 
Feo” tiene un electrón adicional fácil de desprender, lo que lo 
convierte en un agente reductor. Este fenómeno —la formación 
impulsada por luz de un agente oxidante y uno reductor— tarda 
menos de una milmillonésima de segundo y es el primer paso 
esencial de la fotosíntesis. 

Como P680* y Feo” tienen cargas opuestas, presentan una 
reactividad obvia entre sí. La interacción entre las especies de 
cargas opuestas se impide con la separación de las cargas, hasta 
los lados opuestos de la membrana, mediante el paso por varios 
sitios diferentes. Primero Feo” transfiere su electrón (paso 2, fig. 
6-11a) a una molécula de plastoquinona (PQ_, en la fig. 6-11) 
unida cerca del lado externo (estromal) de la membrana. La plas- 
toquinona (PQ) es una molécula liposoluble (figura 6-12) con es- 
tructura similar a la ubiquinona (fig. 5-12c). El electrón de PQ_, 
se transfiere (paso 3, figura 6-11a) a una segunda plastoquinona 
(PQ, en la fig. 6-11) para producir una forma semirreducida 
de la molécula (PQ_,*7) que permanece unida con firmeza a la 
proteína D1 del centro de reacción. El electrón se acerca al lado 
estromal de la membrana con cada una de estas transferencias. 

El pigmento con carga positiva (P680*) se reduce de nuevo 
a P680 (como se describe más adelante), lo que inhibe el centro 
de reacción para la absorción de otro fotón. La absorción de un 
segundo fotón envía un segundo electrón energizado mediante 
la vía de P680 a feofitina, a PQ_, a (PQ ¿*7), y se forma PQ ¿7 
(paso 4, fig. 6-11), que se combina con dos protones para formar 
plastoquinol, PQH, (paso 5, fig. 6-11a; fig. 6-12). Los protones 
utilizados en la formación de PQH, provienen del estroma, lo 
que causa un descenso en la concentración de H* en el estro- 
ma que contribuye a la formación del gradiente de protones. La 
molécula de PQH, reducida se separa de la proteína D1 y se 
difunde a la bicapa lipídica. El PQH, se sustituye por una molé- 
cula de PQ completamente oxidada proveniente de una pequeña 
“reserva” de moléculas de plastoquinona en la bicapa (paso 6, fig. 
6-11a). Esta parte de la reacción de PSII puede resumirse con 
la ecuación 


2 fotones 


2e +2PQ.+2H* "> PQH 


estroma 2 


Como se explica un poco más adelante, la oxidación de una mo- 
lécula de agua por PSII requiere cuatro fotones, por lo que es 
mejor describir esta parte de la reacción PSII con la ecuación 


4 fotones 
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El destino de los electrones (y los protones) que el plastoquinol 
transporta se describe en la siguiente sección. 


HC H 
pe 
H,C (CH, CH=C= CH,)/—H 
Plastoquinona 
H 
CH; 


I 
(CH;—CH=C—CH,),—H 


Plastoquinol 


FIGURA 6-12 Plastoquinona. La aceptación de dos electrones y dos 
protones reduce PQ (plastoquinona) a PQH, (plastoquinol). Los inter- 
mediarios son similares a los que se muestran en la figura 5-12c para la 
ubiquinona de la mitocondria. 


El flujo de electrones del agua al PSII La parte menos conocida 
del flujo de electrones del agua al NADP* es el primer paso en- 
tre H,O y el PSII. El agua es una molécula muy estable formada 
por átomos de hidrógeno y oxígeno unidos con firmeza. De he- 
cho la división del agua es la reacción que implica el mayor de- 
safío termodinámico (endergónica) de todas las que se conocen 
en los organismos vivos. Para separar el agua en el laboratorio se 
requiere una corriente eléctrica o temperaturas que se aproximan 
a 2000°C. Aún así, la célula vegetal puede realizar esta hazaña 
en la ladera nevada de una montaña sólo con la energía de la luz 
visible. 

En la sección previa se revisó cómo la absorción de luz en el 
PSII conduce a la formación de dos moléculas cargadas, P680* 
y Feo”. Se siguió la ruta del electrón en estado de excitación re- 
lacionado con Feo”, y ahora se describirá la otra especie, P680*, 
que es el agente oxidante más potente descubierto en un sistema 
biológico. El potencial redox de la forma oxidada de P680 es su- 
ficientemente fuerte para extraer electrones unidos con firmeza 
(de baja energía) del agua (potencial redox +0.82 V), con lo que 
la molécula se divide. La separación del agua durante la fotosín- 
tesis se llama fotólisis. Se cree que la formación de una molécula 
de oxígeno durante la fotólisis requiere la pérdida simultánea de 
cuatro electrones de dos moléculas de agua de acuerdo con la 
reacción 


4 fotones 


2H,0 —= 4Ht 


lumen 


+ 0, + 4e7 


Aún así, un centro de reacción del PSII sólo puede generar una 
carga positiva (P680*), o equivalente oxidante, por vez. Alre- 


dedor del decenio de 1970 Pierre Joliot y Bessel Kok propu- 
sieron una solución a este problema, la hipótesis del estado S, 
que permite al fotosistema acumular los cuatro equivalentes oxi- 
dantes necesarios para oxidar el agua. En relación estrecha con 
la proteína D1 del PSII en su superficie luminal se encuentra 
un conjunto de cinco iones, de cuatro de manganeso (Mn) y 
uno de calcio (Ca), estabilizado y protegido por varias proteínas 
periféricas que forman el complejo desarrollador de oxígeno (fig. 
6-11a). En la figura 6-11% se presenta una propuesta de orga- 
nización del conglomerado Mn-Ca. Este acumula cuatro equi- 
valentes oxidantes mediante transferencia de cuatro electrones, 
uno por vez, al P680* cercano. La transferencia de cada electrón 
del conjunto de Mn-Ca a P680* (pasos B y A de la figura 6-11) 
se realiza mediante el paso por un transportador intermedio de 
electrones, un residuo de tirosina en la proteína D1, llamado 
Tir, „ Luego de transferir cada electrón a P680* y regenerar el 
P680, el pigmento se oxida de nuevo (a P680*) después de la 
absorción de otro fotón por el fotosistema. Por tanto la acu- 
mulación por pasos de los cuatro equivalentes oxidantes por el 
conjunto de Mn-Ca es impulsada por la absorción sucesiva de 
cuatro fotones de luz por el PSII. Una vez que esto ocurre, el 
sistema ya puede catalizar la eliminación de 4e” de dos molécu- 
las de H,O (fig. 6-114), como se indica en el esquema siguiente: 


4H*+0 2 H2O 
| de s EA 
So 51 => S2 283 2584 


donde el subíndice de S indica el número de equivalentes oxi- 
dantes almacenados por el grupo Mn-Ca. La primera prueba 
de la acumulación de equivalentes oxidantes sucesivos se obtuvo 
exponiendo células de algas con destellos muy breves (1 us) de 
luz (fig. 6-13). En esta gráfica puede verse que la producción 
de O, es máxima después de cada cuarto destello de luz, lo cual 
indica que debe acumularse el efecto de cuatro fotorreacciones 
individuales antes de que pueda liberarse O,. 

Los protones que se producen en la reacción de fotólisis 
se retienen en la luz tilacoide (fig. 6-11), donde contribuyen al 
gradiente de protones. Los cuatro electrones producidos en la 
reacción de fotólisis sirven para regenerar el cúmulo de Mn-Ca 
reducido (estado S,), mientras se libera O, hacia el ambiente 
como producto de desecho. 

Antes de dejar el tema del PSII cabe señalar que la actividad 
y la integridad de este fotosistema pueden afectarse de manera 
negativa con luz muy intensa. Este fenómeno se denomina foto- 
inhibición. La formación de un agente oxidante muy fuerte y el 
peligro siempre presente de que se formen especies de oxígeno 
muy tóxicas brindan al PSII la posibilidad de que se autodestru- 
ya como resultado de la excitación excesiva del sistema. La mayor 
parte del daño parece dirigirse al polipéptido (D1) que une los 
centros de redox activos y el cúmulo de Mn-Ca del fotosistema. 
Los cloroplastos contienen un mecanismo para la degradación 
proteolítica selectiva de D1 y su reemplazo con una molécula de 
polipéptido recién sintetizada. 
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FIGURA 6-13 Medición de la cinética de la liberación de O,. La gráfica 
muestra la respuesta de cloroplastos aislados que se mantuvieron en la 
oscuridad cuando se exponen a una sucesión de destellos luminosos de 
muy corta duración. La cantidad de oxígeno liberado alcanza su nivel 
máximo con cada cuarto destello de luz. El primer pico ocurre después 
de tres destellos (en lugar de cuatro) porque la mayor parte del cúmu- 
lo de manganeso se encuentra en estado S, (un equivalente oxidante) 
cuando se mantienen en la oscuridad. Las oscilaciones se amortiguan 
conforme el número de destellos aumenta. 


De PSII a PSI Ya se describió cómo la absorción sucesiva de 
dos fotones en el centro de reacción del PSII conduce a la forma- 
ción de una molécula de PQH, reducida por completo. En con- 
secuencia la producción de una sola molécula de O,, que requiere 
la absorción de cuatro fotones en el PSII, conduce a la formación 
de dos moléculas de PQH,. El PQH, es un transportador móvil 
de electrones que se difunde a través de la bicapa lipídica de la 
membrana tilacoide y se une con un gran complejo de proteínas 
múltiples llamado citocromo b, f (fig. 6-14). Cada molécula de 
PQH, dona sus dos electrones al citocromo 5, f, mientras que 
sus dos protones se liberan a la luz (lumen). El citocromo ¿, f 
es similar en estructura y función al citocromo hc, de la cadena 
transportadora de electrones de la mitocondria (pág. 189). Am- 
bos complejos contienen quinoles como sustratos y comparten 
los mismos grupos redox; pueden intoxicarse con algunos de los 
mismos inhibidores y ambos participan en un ciclo Q que trans- 


FIGURA 6-14 Transporte de electrones entre PSII y PSI. La flecha 
amarilla indica el flujo de un par de electrones. El citocromo b, Fopera 
en forma muy similar al citocromo c, en la mitocondria y participa en 
un ciclo Q (no explicado en el texto) que traslada cuatro protones por 
cada par de electrones que se mueve por el complejo. El PQH, y la 
plastocianina (PC) son transportadores de electrones entre fotosistemas 
muy separados. 
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loca 4 H* por cada par de electrones. En este caso, PQH, dona 
2 H* y se translocan 2 H* más, mediante el complejo a partir 
del estroma. Como todos estos protones provenían en principio del 
estroma, su liberación a la luz constituye un desplazamiento de 
protones a través de la membrana tilacoide (fig. 6-164). Los elec- 
trones del citocromo ¿, fse pasan a otro transportador móvil de 
electrones, una proteína periférica hidrosoluble que contiene co- 
bre conocida como plastocianina, situada en el lado luminal de 
la membrana tilacoide (fig. 6-14). La plastocianina transporta 
electrones al lado luminal de PSI, donde se transfieren a P700*, 
el pigmento con carga positiva del centro de reacción del PSI. 

Debe tenerse presente que todas las transferencias de elec- 
trones descritas son exergónicas y ocurren cuando los electro- 
nes pasan a transportadores con afinidad cada vez mayor por los 
electrones (potenciales redox más positivos, pág. 184). La nece- 
sidad de transportadores móviles de electrones, como PQH, y 
plastocianina, se evidenció cuando se descubrió que los dos tipos 
de fotosistemas (PSII y PSI) no se hallan próximos entre sí en 
la membrana, sino bastante separados por distancias cercanas a 
0.1 um. 


Operaciones del PSI: producción de NADPH El PSI de 
las plantas superiores consiste en un centro de reacción central 
formado hasta por 12 a 14 subunidades polipeptídicas y un com- 
plejo periférico de pigmentos unidos a proteína llamado LHCI. 
La energía lumínica es absdorbida por los pigmentos antena del 
LHCI y pasa al pigmento del centro de reacción del PSI, P700, 
que es un dímero de clorofila a (fig. 6-15). Tras la absorción de 
energía, un pigmento excitado del centro de reacción (P700*) 
transfiere un electrón a una molécula monomérica separada de 
clorofila a (designada A), que actúa como el principal receptor 
de electrones (paso 1, fig. 6-14). Como en el PSII, la absorción 
de luz conduce a la producción de dos especies cargadas, en este 
caso P700* y A,”. A,” es un agente reductor muy fuerte con un 
potencial redox cercano a —1.0 V, mucho mayor que el necesa- 
rio para reducir el NADP* (potencial redox de —0.32 V). Esta 
carga positiva del pigmento P700* se neutraliza con un electrón 
donado por la plastocianina, como se mencionó antes. 

La separación inicial de la carga en el PSI se estabiliza me- 
diante el paso del electrón de A,” a través de varios cofactores, 
a partir de un tipo de quinona llamada filoquinona (designada 
A.) y tres cúmulos de hierro-azufre (denominados F,, F} y F} 
(pasos 2 a 4, fig. 6-15). La oxidación de P700 en P700* ocurre 
en el lado luminal de la membrana. Como se indica en la figura 
6-15, el electrón que se pierde al receptor primario pasa a través 
del PSI a los centros de hierro-azufre unidos en el lado estro- 
mal de la membrana. Después el electrón se transfiere del PSI 
a una pequeña proteína hidrosoluble con hierro-azufre llamada 
ferredoxina (paso 5, fig. 6-15) que se relaciona con la superficie 
estromal de la membrana. La reducción de NADP* para formar 
NADPH (paso 6, fig. 6-15) es una reacción catalizada por una 
enzima grande llamada NADP*ferredoxina reductasa, que con- 
tiene un grupo prostético FAD capaz de aceptar y transferir dos 
electrones (pág. 185). Una sola molécula de ferredoxina puede 
donar sólo un electrón, de manera que dos ferredoxinas actúan 
juntas en la reducción: 

Ferredoxina—NADP* Reductasa 
2 Ferredoxinas q + H* + NADP + ~> 
2 Ferredoxinas,. + NADPH 


H+ + NADP+ 


NADPH 


DESTELLO 


Estroma 


FIGURA 6-15 Organización funcional del fotosistema I. La trayectoria 
seguida por los electrones se indica mediante una flecha amarilla. Los su- 
cesos comienzan con la absorción de luz por un pigmento antena y con la 
transferencia de energía a una clorofila P700 en el centro de reacción del 
PSI. La absorción de energía en P700 excita un electrón que se transfiere 
(paso 1) a A,, el receptor primario de electrones de este fotosistema. El 
electrón pasa después a A, (paso 2) y luego a un centro de hierro-azufre 
llamado F, (paso 3). De Fẹ el electrón se transfiere por dos centros más 
de hierro-azufre (F, y Fy), que se unen mediante una proteína periférica al 
lado estromal de la membrana. Al final el electrón se transfiere a la ferre- 
doxina, una pequeña proteína con hierro-azufre (paso 5) externa al com- 
plejo PSI. Cuando dos moléculas diferentes de ferredoxina aceptaron un 
electrón, actúan juntas para reducir una molécula de NADP* a NADPH 
(paso 6). El pigmento del centro de reacción deficiente en electrones 
(P700*) se reduce con un electrón donado por la plastocianina (paso A). 


La eliminación de un protón del estroma también se agrega al 
gradiente de protones a través de la membrana tilacoide. La re- 
acción completa del PSI basada en la absorción de cuatro fotones 
como se hizo para el PSII es 


4 fotones 


4e + 2 H? „+2 NADP* —> 2 NADPH 


No todos los electrones que pasan a la ferredoxina termi- 
nan siempre en el NADPH; pueden tomarse vías alternas se- 
gún el organismo y las condiciones particulares. Por ejemplo, los 
electrones del PSI pueden usarse para reducir varios aceptores 
inorgánicos. Estas vías para los electrones pueden conducir a la 
reducción final del nitrato (NO7) en amoniaco (NH), o del sul- 
fato (SO2-) en sulfhidrilo (—SH), que son ingredientes clave de 
las moléculas biológicas. Por tanto la energía de la luz solar no 
sólo se usa para reducir los átomos de carbono más oxidado (los 
del CO,), sino también para reducir las formas muy oxidadas de 
átomos de nitrógeno y azufre. 


(Cíclico) 


Estroma = 


Luz del 
estroma 


PSII b,f 


(a) 


Estroma 


CFo CF} 


Luz 
tilacoidal 


(b) 


Revisión del transporte fotosintético de electrones En 
la figura 6-16a se muestra la estructura molecular de los princi- 
pales componentes implicados en las reacciones fotodependien- 
tes de la membrana tilacoide. El conocimiento de estas estructu- 
ras ha sido invaluable para dilucidar muchos de los misterios de 
la fotosíntesis a nivel molecular. Si se revisa de nuevo el proceso 
completo del transporte electrónico que ocurre durante la foto- 
síntesis oxigénica (resumida en la figura 6-16) puede verse que 
los electrones viajan del agua a NADP* por la acción de dos 
fotosistemas absorbentes de luz. Los fenómenos que ocurren en 
el PSII generan un agente oxidante fuerte capaz de producir O, 
a partir de agua, mientras que los fenómenos en PSI generan 
un fuerte agente reductor capaz de producir NADPH a partir 
de NADP*. Estos dos fenómenos se encuentran en extremos 
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FIGURA 6-16 Resumen de las reacciones dependientes de la luz. 
(a) Estructuras tridimensionales de las proteínas de la membrana tila- 
coide que realizan las reacciones fotodependientes de la fotosíntesis. 
De los cuatro complejos proteínicos principales, PSII y citocromo b,f 
están presentes en la membrana como dímeros, mientras que PSI y sin- 
tasa de ATP (mostrada con mayor detalle en la figura 5-23) están pre- 
sentes como monómeros. $) Resumen del flujo de electrones de H,O a 
NADPH a través de los tres complejos de membrana. Esta figura mues- 
tra la cantidad estimada de protones que se trasladan por la membrana 
como resultado de la oxidación de dos moléculas de agua, lo que pro- 
duce dos pares de electrones. También se muestra la sintasa de ATP de 
las membranas tilacoidales (véase sección 5.5 para obtener una descrip- 
ción de la enzima que sintetiza ATP). Se requieren cerca de 4 protones 
para la síntesis de cada molécula de ATP (pág. 199). FNR, ferredioxina 
NADP* reductasa. (A, REIMPRESA CON PERMISO DE NATHAN NELSON 
AND ADaM Ben-SHeEM, NATURE Revs. MoL. CELL Bior. 5:973, 2004. 
CoryrIGHT 2004, MacmILLAN MAGAZINES LIMITED.) 


opuestos de la química de redox en los organismos vivos. Como 
se menciona en la página 216, la producción de una molécula 
de O, requiere la extracción de cuatro electrones de dos molé- 
culas de agua. El retiro de cuatro electrones del agua demanda 
la absorción de cuatro fotones, uno por cada electrón. Al mismo 
tiempo, la reducción de una molécula de NADP* requiere la 
transferencia de dos electrones. Por tanto, en teoría, si sólo un 
fotosistema pudiera transferir electrones del H,O a NADP*, 
cuatro fotones serían suficientes para producir dos moléculas de 
NADPH. Como se utilizan dos fotosistemas en la célula, ese 
número se duplica a ocho, cuatro que se emplean en el PSII y 
cuatro más en el PSI. En otras palabras, la célula debe absorber 
un total de ocho moles de fotones para generar un mol de oxí- 
geno molecular y dos moles de NADPH. Por tanto, si se suman 
las reacciones de PSII (pág. 216) y PSI (pág. 218), y se ignoran los 
protones por un momento, se llega a una ecuación general para las 
reacciones de la luz: 


8 fotones 
2H,O + 2NADP* —> 10, + 2 NADPH 


(reacción de la 


luz general) 


Además las reacciones lumínicas de la fotosíntesis establecen un 
gradiente de protones a través de la membrana tilacoide que con- 
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duce a la formación de ATP. El gradiente de protones se forma 
como resultado de la extracción de H* del estroma y la adición 
de H* a la luz del tilacoide. Las contribuciones al gradiente de 
protones (fig. 6-16) provienen de 1) la separación del agua en la 
luz; 2) oxidación del plastoquinol (PQH,) por acción del cito- 
cromo /, f, liberación de protones a la luz, y 3) reducciones de 
NADP* y PQ, que eliminan protones del estroma. 


Destrucción de hierbas mediante inhibición 
del transporte de electrones 


Las reacciones lumínicas de la fotosíntesis emplean un número 
considerable de transportadores de electrones que sirven como 
blancos para diversos productos que destruyen plantas (herbici- 
das). Varios herbicidas usuales, inclusive el diurón, la atracina y 
la terbutrina, actúan al unirse con una proteína central del PSII. 
En la página 216 se explica cómo la absorción de luz en el PSII 
conduce a la producción de una molécula de PQH, que luego 
se libera del sitio Q „ del PSII y se sustituye por una PQ de la 
reserva. Los herbicidas mencionados actúan mediante la unión 
con el sitio Q_, abierto después de la liberación de PQH,, lo que 
bloquea el transporte de electrones por el PSII. El dicloruro de 
1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilo recibió la atención en los medios 
de comunicación porque se utiliza para destruir plantas de ma- 
rihuana y porque sus residuos son muy tóxicos para los seres hu- 
manos. Este interfiere con la función del PSI compitiendo con la 
ferredoxina por los electrones del centro de reacción del PSI. Los 
electrones que se desviaron al dicloruro de 1,1'-dimetil-4,4"-bi- 
piridilo se trasladan luego al O,, lo que genera radicales de oxíge- 
no muy reactivos (pág. 34) que dañan los cloroplastos y matan la 
planta. El 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilo destruye el tejido humano 
mediante la generación de radicales de oxígeno con los electrones 
desviados del complejo 1 de la cadena respiratoria (pág. 189). 


REVISIÓN 


1. ¿Cuál es la relación entre el contenido de energía de un 
fotón y la longitud de onda de la luz? ¿Cómo es que la 
longitud de onda de la luz determina si la fotosíntesis 
se estimula o no? ¿Cómo es que las propiedades de 
absorbancia de los pigmentos fotosintéticos determinan 
la dirección en la que la energía se transfiere dentro de 
una unidad fotosintética? 
¿Cuál es la función de los pigmentos antena 
recolectores de luz en la fotosíntesis? 
Describa la secuencia de fenómenos después de la 
absorción de un fotón en el pigmento del centro de 
reacción del PSII. Describa los fenómenos comparables 
del PSI. ¿Cómo se vinculan los dos fotosistemas? 
4. Describa la diferencia en los potenciales redox de los 
pigmentos del centro de reacción de los dos fotosistemas. 
5. Describa el proceso por el que el agua se divide durante 
la fotólisis. ¿Cuántos fotones deben absorberse en el 
PSII para que esto ocurra? 


N 


Y 


6.5 FOTOFOSFORILACIÓN 


Las reacciones dependientes de la luz descritas en las páginas 
anteriores proporcionan la energía necesaria para reducir el CO, 
en carbohidrato. En términos cuantitativos, la conversión de 


1 mol de CO, en 1 mol de carbohidrato (CH,O) requiere el 
ingreso de 3 moles de ATP y 2 moles de NADPH (fig. 6-19). 
Ya se explicó la forma en que las plantas producen el NADPH 
necesario para la fabricación de carbohidratos; ahora se revisa la 
manera en que estas mismas células producen el ATP necesario. 

La maquinaria para la síntesis de ATP en un cloroplasto 
es idéntica a la de una mitocondria o una membrana plasmática 
de una bacteria anaeróbica. Como en esos casos, la sintasa de 
ATP (fig. 6-16) consiste en una cabeza (CF, en los cloroplastos) 
que contiene el sitio catalítico de la enzima y una base (CF) que 
cruza la membrana y media el movimiento de protones. Las dos 
partes están conectadas por un tallo rotatorio. Las cabezas CF, se 
proyectan hacia afuera en el estroma, orientadas con el gradiente 
de protones, que tiene una mayor concentración dentro de la luz 
del tilacoide (fig. 6-16). Por tanto los protones se mueven de una 
concentración más alta en la luz, a través de la base CF, de la 
ATP sintasa y hacia el estroma, lo que impulsa la fosforilación 
de ADP como se describe en el capítulo 5 para la mitocondria. 

Las mediciones que se efectúan durante los periodos de 
máxima síntesis de ATP sugieren que hay diferencias de 1000 a 
2.000 veces en las concentraciones de H* a través de las mem- 
branas tilacoides, correspondientes a un gradiente de pH (ApH) 
mayor de 3 unidades. Puesto que el movimiento de otros iones 
neutraliza el movimiento de los protones hacia la luz durante el 
transporte de electrones, no se acumula un potencial de mem- 
brana significativo. Por tanto, a diferencia de la mitocondria en 
la que la fuerza motriz de protones se expresa sobre todo como 
potencial electroquímico (pág. 191), la fuerza motriz de protones 
(Ap) que actúa en los cloroplastos se debe en su mayor parte o 
del todo al gradiente de pH. 


Fotofosforilación no cíclica 
en comparación con cíclica 


La formación de ATP durante el proceso de fotosíntesis oxigéni- 
ca se denomina fotofosforilación no cíclica porque los electrones 
se mueven con trayectoria lineal (no cíclica) del H,O al NADP* 
(fig. 6-16). Durante el decenio de 1950 Daniel Arnon de la Uni- 
versity of California en Berkeley, descubrió que los cloroplastos 
aislados no sólo eran capaces de sintetizar ATP a partir de ADP, 
sino que podían hacerlo aun en ausencia de CO, o NADP* agre- 
gados. Estos experimentos indicaron que los cloroplastos tenían 
un medio para producir ATP que no requería la mayor parte de 
las reacciones fotosintéticas que habrían derivado en la produc- 
ción de oxígeno, fijación de CO, o reducción del NADP+. Todo 
lo necesario era iluminación, cloroplastos, ADP y P.. El proceso 
que Arnon había descubierto más tarde se llamaría fotofosforila- 
ción cíclica y es un proceso que realiza PSI de manera indepen- 
diente a PSII. A pesar de que se descubrió hace más de 50 años, la 
fotofosforilación cíclica no se comprende bien. Estudios recientes 
sugieren que hay dos vías superpuestas para el transporte cíclico 
de electrones, una de las cuales se esboza en la figura 6-17. El 
transporte cíclico de electrones comienza con la absorción de un 
cuanto de luz por parte de PSI, con transferencia de un electrón 
de alta energía al aceptor primario. En la vía mostrada en la fi- 
gura 6-17, el electrón pasa a la ferredoxina, como siempre ocurre, 
pero en lugar de transferirse a NADP*, el electrón se deriva de 
nuevo al centro de reacción deficiente en electrones (como se in- 
dica en la figura 6-17) para completar el ciclo. Durante el flujo 


6.6 FIJACIÓN DEL DIÓXIDO DE CARBONO Y SÍNTESIS DE CARBOHIDRATOS 221 


DESTELLO 


FIGURA 6-17 Esquema simplificado de la fotofosforilación cíclica. La 
absorción de luz excita un electrón, el cual se transfiere a la ferredoxina 
(paso 1) y al citocromo 2, f (paso 2), a la plastocianina (paso 3) y de re- 
greso al P700* (paso 4). En el proceso los protones se trasladan en el ci- 
tocromo 4, fpara desarrollar un gradiente que se usa para sintetizar ATP 
(paso 5). No se muestra otra vía cíclica para el transporte de electrones 
que implica movimiento de electrones de PSI a través de NADPH hasta 
el citocromo 0, f. 


de un electrón por este trayecto se libera suficiente energía para 
trasladar protones (se estima en 2 H*/e) a través de la membra- 
na por acción del complejo citocromo 4, fy para establecer un 
gradiente de protones capaz de impulsar la síntesis de ATP. Se 
cree que la fotofosforilación cíclica proporciona el ATP adicional 
necesario tanto para la síntesis de carbohidratos (fig. 6-19) como 
para otras actividades en el cloroplasto que requieren ATP (p. ej., 
participación de las chaperonas moleculares en la importación de 
proteínas). La inhibición de la fotofosforilación cíclica conduce al 
desarrollo y crecimiento anormales de plantas superiores. 

Ahora que se revisó cómo las reacciones lumínicas de la fo- 
tosíntesis conducen a la producción de ATP y NADPH, que son 
las reservas de energía necesarias para la síntesis de carbohidra- 
tos, puede regresarse a las reacciones que dan lugar a la forma- 
ción de carbohidratos. 


1. ¿Qué pasos de las reacciones dependientes de luz son los 
que se encargan de generar un gradiente electroquímico 
de protones a través de la membrana tilacoide? 

2. ¿A qué grado se refleja este gradiente en un gradiente 
de pH en comparación con voltaje? 

3. ¿Cómo es que el gradiente de protones conduce a la 
formación de ATP? 


r r 


6.6 FIJACION DEL DIOXIDO DE CARBONO 


r 


Y SINTESIS DE CARBOHIDRATOS 


Después de la Segunda Guerra Mundial, Melvin Calvin de la 
University of California en Berkeley, junto con sus colegas An- 
drew Benson y James Bassham comenzaron lo que resultó un 
estudio de un decenio respecto a las reacciones enzimáticas me- 
diante las que el dióxido de carbono se asimila en las moléculas 
orgánicas de la célula. Armados con el isótopo radiactivo durade- 


ro y recién disponible del carbono (**C) y con una nueva técnica, 
la cromatografía bidimensional en papel, estos investigadores 
empezaron la tarea de identificar todas las moléculas marcadas 
que se producen cuando las células captan [**C]O,. Los estudios 
iniciaron con hojas de plantas, pero pronto cambiaron a un siste- 
ma más sencillo, el alga verde Chlorella. Las algas se cultivaron en 
cámaras cerradas en presencia de CO, sin marcar, tras lo cual se 
introdujo el CO, radiactivo mediante una inyección en el medio 
de cultivo. Después del periodo deseado de incubación con el 
CO, marcado, la suspensión de algas se drenó en un recipiente 
con alcohol caliente, que ejerce el efecto combinado de matar de 
inmediato las células, detener la actividad enzimática y extraer 
moléculas solubles. Luego se colocaron extractos de células como 
una mancha en papel cromatográfico y se sometieron a croma- 
tografía bidimensional. Para localizar los compuestos radiactivos 
al final del procedimiento, se presionó una película para rayos X 
contra el cromatograma y las placas se mantuvieron en la oscu- 
ridad para exponer la película. Después del revelado fotográfico 
se identificaron compuestos con la marca radiactiva en la auto- 
radiografía mediante la comparación con estándares conocidos y 
el análisis químico de las manchas originales. A continuación se 
describen algunos de sus hallazgos. 


Síntesis de carbohidrato en las plantas C, 


El CO, marcado se convirtió en compuestos orgánicos reducidos 
con gran rapidez. Si el periodo de incubación era muy corto (has- 
ta unos cuantos segundos), predominaba una mancha radiactiva 
en el cromatograma (fig. 6-18). Se estableció que el compuesto 
que formaba la mancha era 3-fosfoglicerato (PGA), uno de los 
intermediarios de la glucólisis. Al principio el grupo de Calvin 
sospechó que el CO, se unía con enlaces covalentes (o se fijaba) 
a un compuesto de dos carbonos para formar la molécula de tres 
carbonos de PGA. Como el primer intermediario en identificar- 
se fue una molécula de tres carbonos, las plantas que utilizan esta 
vía para fijar el CO, atmosférico se denominaron plantas C,. 
Luego de una larga investigación se evidenció que el re- 
ceptor inicial no era un compuesto de dos carbonos, sino un 
compuesto de cinco carbonos, la ribulosa 1,5-difosfato (RuBP), 
que se condensa con CO, para producir una molécula de seis 
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FIGURA 6-18 Cromatografía que muestra los resultados de un expe- 
rimento en el que células de algas se incubaron durante 5 s en ['*C] 
O, antes de la inmersión en alcohol. Una mancha, que corresponde a 
3-fosfoglicerato (marcada PGA), contiene la mayor parte de la radiacti- 
vidad. (CorTEsÍA DE James BasshaM Y MELVIN CALVIN.) 
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carbonos. Este compuesto de seis carbonos se fragmentó poco 
después en dos moléculas de PGA, una de las cuales contenía 
el átomo de carbono recién agregado. Tanto la condensación de 
RuBP como la separación del producto de seis carbonos (fig. 
6-19a) se llevan a cabo en el estroma por medio de una gran 
enzima con múltiples subunidades, la ribulosa difosfato carboxi- 
lasa, que recibe el nombre familiar de Rubisco. Como la enzima 
encargada de convertir el carbono inorgánico en moléculas bio- 


lógicas útiles, Rubisco es una de las proteínas clave en la biosfera. 
Tal como sucede, Rubisco es capaz de fijar sólo tres moléculas 
de CO, por segundo, lo que debe ser el peor número de recam- 
bio de cualquier enzima conocida (cuadro 3-3). Casi la mitad 
de la proteína de las hojas está representada por Rubisco para 
compensar su ineficiencia. De hecho esta enzima constituye la 
proteína más abundante en la Tierra: existen unos 5 a 10 kg por 
cada ser humano. 
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FIGURA 6-19 Conversión de CO, en carbohidrato. (a) Reacción 
catalizada por la ribulosa difosfato carboxilasa (Rubisco) en la que 
se fija el CO, mediante enlace con la RuBP. El producto se divide 
rápidamente en dos moléculas de 3-fosfoglicerato (PGA). (6) Versión 
abreviada del ciclo de Calvin que muestra el destino de seis molécu- 
las de CO, que se fijan por combinación con seis moléculas de RuBP. 
(Se omitieron muchas reacciones.) La fijación de CO, se indica en el 
paso 1. En el paso 2, las 12 moléculas de PGA se fosforilan mediante 
hidrólisis de ATP para formar 12 moléculas de 1,3-difosfoglicerato 


(BPG), que se reducen en el paso 3 por los electrones que aporta 


NADPH para formar 12 moléculas de gliceraldehído 3-fosfato 
(GAP). En este punto, dos de las moléculas de GAP salen (paso 
4) para emplearse en la síntesis de sacarosa en el citosol, que pue- 
de considerarse el producto de las reacciones independientes de la 
luz. Las otras 10 moléculas se convierten en seis moléculas de RuBP 
(paso 5), que actúan como receptor para seis moléculas más de CO,. 
La regeneración de seis moléculas de RuBP requiere la hidrólisis de 
seis moléculas de ATP. El NADPH y el ATP que se utilizan en el 
ciclo de Calvin representan los dos productos de alta energía de las 
reacciones dependientes de la luz. 
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La identificación de la estructura de varios intermediarios, 
junto con las posiciones de los átomos de carbono marcados, hizo 
aparente que la vía para la conversión de CO, en carbohidrato era 
cíclica y compleja. Esta vía se denominó ciclo de Calvin (o ciclo 
de Calvin-Benson) y está presente en cianobacterias y en todas 
las células fotosintéticas eucariotas. La figura 6-19% muestra una 
versión simplificada del ciclo de Calvin. El ciclo consta de tres 
partes principales: 1) carboxilación de RuBP para formar PGA; 
2) reducción de PGA al nivel de un azúcar (CH,O) mediante la 
formación de gliceraldehído 3-fosfato (GAP) con el NADPH 
y el ATP que se producen en las reacciones dependientes de la 
luz, y 3) regeneración de RuBP, que también requiere ATP. En 
la figura 6-19% se muestra que por cada seis moléculas de CO, 
fijadas, se producen 12 moléculas de gliceraldehído 3-fosfato. (El 
GAP es la mancha marcada como triosa fosfato en la cromato- 
grafía de la figura 6-18.) Los átomos en 10 de estas moléculas 
de GAP de tres carbonos cambian de disposición para regenerar 
seis moléculas del receptor de CO, de cinco carbonos, RuBP (fig. 
6-195). Las otras dos moléculas de GAP pueden considerarse 
productos. Estas moléculas de GAP pueden exportarse al cito- 
sol a cambio de iones fosfato (fig. 6-20) y usarse en la síntesis 
del disacárido sacarosa. Una alternativa consiste en que el GAP 
permanezca en el cloroplasto, donde se convierte en almidón. 
La figura 6-20 presenta una revisión del proceso completo de la 
fotosíntesis, inclusive las reacciones lumínicas (absorción de 
luz, oxidación del agua, reducción de NADP*, translocación 
de protones), la fosforilación de ADP, el ciclo de Calvin y la sín- 
tesis de almidón o sacarosa. 

Las moléculas de sacarosa que se forman en el citosol a par- 
tir del gliceraldehído 3-fosfato del ciclo de Calvin se transportan 
fuera de las células de las hojas y al floema, donde se trasladan 
a los diversos órganos no fotosintéticos de la planta. Del mis- 
mo modo que la glucosa sirve como fuente de energía y bloques 
orgánicos de construcción en la mayor parte de los animales, la 
sacarosa tiene una función análoga en casi todas las plantas. Por 
otro lado, el almidón se almacena dentro de los cloroplastos como 
gránulos (fig. 2-174). Tal como el glucógeno almacenado propor- 
ciona a los animales glucosa disponible en momentos de necesi- 
dad, el almidón almacenado en las hojas de las plantas les brinda 
azúcares por la noche, cuando las reacciones dependientes de la 
luz no son posibles. Con base en las reacciones de la figura 6-19% 
resulta evidente que la síntesis de carbohidratos es una actividad 
costosa. La conversión de seis moléculas de CO, en una molécula 
de azúcar de seis carbonos y la regeneración de RuBP requieren 
12 moléculas de NADPH y 18 moléculas de AT'P. Este gran 
gasto de energía refleja el hecho de que el CO, es la forma más 
oxidada en la que el carbono puede encontrarse. 


Control redox A lo largo del libro se describen varios con- 
juntos de mecanismos que las células emplean para controlar la 
actividad de las proteínas. Uno de éstos, conocido como control de 
redox, aparece cada vez con mayor frecuencia como un regulador 
de los procesos celulares básicos, entre ellos el plegamiento de las 
proteínas, la transcripción y la traducción. Se considera en esta 
sección porque se comprende mejor como regulador del meta- 
bolismo del cloroplasto. Varias enzimas clave del ciclo de Calvin 
sólo están activas con la luz, cuando se producen ATP y NADPH 
por fotosíntesis. Este control dependiente de la luz de las enzi- 
mas del cloroplasto lo ejerce una pequeña proteína llamada tio- 
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FIGURA 6-20 Una revisión de las diversas etapas de la fotosíntesis. 


redoxina que puede encontrarse en su forma reducida u oxidada. 
Como se menciona en la página 218, no todos los electrones que 
pasan por la ferredoxina se emplean para reducir NADP”. De 
hecho algunos de estos electrones se trasladan a la tiorredoxina. 
Una vez que aceptó un par de electrones, la tiorredoxina reduce 
ciertos puentes disulfuro (—-S-S—,) en grupos sulfhidrilo (—-SH) 
en algunas enzimas del ciclo de Calvin (fig. 6-21). Este cambio 
covalente en la estructura proteínica activa tales enzimas, lo que 
fomenta la síntesis de carbohidratos en el cloroplasto. En la oscu- 
ridad, cuando la fotosíntesis cesa, la tiorredoxina ya no se reduce 
por efecto de la ferredoxina y las enzimas del ciclo de Calvin se 
revierten al estado oxidado (—S-S—) en el que están inactivas. 
De estos hallazgos se deduce que la referencia a las reacciones del 
ciclo de Calvin como “reacciones de oscuridad” es un error grave. 


Fotorrespiración Una de las manchas que aparecieron en las 
cromatografías del trabajo inicial de Calvin con las células de 
algas se identificó como el compuesto glicolato, que se ignoró 
(de manera acertada) en la formulación del ciclo de Calvin de la 
figura 6-19. Aunque el glicolato no es parte del ciclo de Calvin, 
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FIGURA 6-21 Control redox del ciclo de Calvin. En la luz, la ferredoxi- 
na se reduce y una fracción de estos electrones se transfiere a la pequeña 
proteína tiorredoxina, que reduce los grupos disulfuro de ciertas enzimas 
del ciclo de Calvin y las mantiene en estado activo. En la oscuridad, 
el flujo de electrones hacia la tiorredoxina cesa, los grupos sulfhidrilo 
de las enzimas reguladas cambian al estado disulfuro y las enzimas se 
desactivan. 


es producto de una reacción catalizada por Rubisco. Unos 20 
años después que se descubrió que Rubisco cataliza la unión de 
CO, con RuBP, se encontró que esta enzima también cataliza 
una segunda reacción en la que el O, se une con la RuBP para 
producir 2-fosfoglicolato (junto con PGA) (fig. 6-22). Una enzi- 


ma convierte después el fosfoglicolato en glicolato en el estroma. 
El glicolato que se produce en el cloroplasto se transfiere al pe- 
roxisoma y al final permite la liberación de CO, como se describe 
más adelante (fig. 6-23). 

Debido a la captación de O, y la liberación de CO,, tal 
reacción se denomina fotorrespiración. Dado que la fotorres- 
piración conduce a la liberación de las moléculas de CO, fijadas 
con anterioridad, es un desperdicio de la energía de la planta. 
De hecho la fotorrespiración ocasiona la pérdida de hasta 50% 
del dióxido de carbono recién fijado en los sembradíos que cre- 
cen en condiciones de luz de alta intensidad. Por tanto, como 
era de esperarse, desde hace decenios se mantiene un esfuerzo 
concertado para cultivar plantas con menor probabilidad de ex- 
perimentar fotorrespiración. Los esfuerzos no han tenido éxito 
hasta ahora. 

Los estudios de la actividad enzimática de la Rubisco puri- 
ficada muestran que la enzima tiene una preferencia hasta cierto 
punto baja por el CO, como sustrato con respecto al O,. La razón 
de esta falta de especificidad es que ni el CO, ni el O, se unen 
con el sitio activo de la enzima (fig. 3-11a). La enzima se une con 
la RuBP, que adopta la forma de enediol mostrada en la figura 
6-22. Esta forma de RuBP puede entonces ser atacada por el 
CO, o el O,. Vista de esta manera, la fotorrespiración parece 
consecuencia inevitable de las propiedades catalíticas de Rubisco, 
una enzima que se supone evolucionó en una época en la que los 
niveles de O, en la atmósfera eran casi inexistentes. Bajo las con- 
diciones atmosféricas actuales el O, y el CO, compiten entre sí y 
la dirección predominante de la reacción catalizada por Rubisco 
depende de la proporción CO,/O, disponible para la enzima. 
Cuando las plantas crecen en ambientes cerrados que contienen 
niveles elevados de CO,, son capaces de mantener un crecimien- 
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FIGURA 6-22 Reacciones de la fotorrespiración. La enzima Rubisco 
puede catalizar dos reacciones diferentes con la RuBP como sustrato 
(mostrado en estado enediol dentro del plano, fig. 6-19a). Si la RuBP 
reacciona con O, (paso 1b), la reacción produce un intermediario 
de oxigenasa (paso 2b) que se degrada en 3-PGA y 2-fosfoglicolato 


(paso 3b). Las reacciones subsecuentes del fosfoglicolato se muestran 


en la figura 6-23. El resultado final de estas reacciones es la libera- 
ción de CO,, una molécula en la que la célula había gastado antes 
para fijarla. En cambio, si la RuBP reacciona con CO, (paso 1a), la 
reacción produce un intermediario de carboxilasa (paso 2a) que se 
degrada en dos moléculas de PGA (paso 3a), que continúa por el 
ciclo de Calvin. 
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FIGURA 6-23 Base celular de la fotorrespiración. Micrografía electró- 
nica de una porción de una célula mesófila de una hoja de tabaco que 
muestra un peroxisoma (identificado por su centro cristalino) presiona- 
do contra un par de cloroplastos y cerca de una mitocondria. Las reac- 
ciones de la fotorrespiración que ocurren en cada uno de estos organelos 


to mucho más rápido gracias a sus altos índices de fijación de 
CO,. Se sugiere que la elevación de los niveles atmosféricos 
de CO, en el último siglo (desde cerca de 270 partes por millón 
en 1870 a 380 ppm en la actualidad) es la causa del incremen- 
to de hasta 10% en la producción agrícola durante este periodo. 
También se cree que este incremento en la concentración at- 
mosférica de CO, es el causante del calentamiento global, o sea, 
el aumento general en las temperaturas promedio en el planeta. 
Aun un pequeño aumento en la temperatura podría tener efec- 
tos mayores en las condiciones mundiales, como la elevación del 
nivel de los océanos y la extensión de los desiertos del planeta. 


Peroxisomas y fotorrespiración Los peroxisomas son or- 
ganelos citoplásmicos cuya función en el metabolismo oxidativo 
se explicó en la sección 5.6 del capítulo anterior. Los estudios re- 
ferentes a los peroxisomas de las células de las hojas revelaron un 
ejemplo sorprendente de interdependencia entre los diferentes 
organelos. La micrografía electrónica de la figura 6-23 muestra 
un peroxisoma de una célula de hoja situada contra las superficies 
de dos cloroplastos adyacentes y muy próxima a una mitocondria 
cercana. Esta disposición no es una coincidencia, sino que refleja 
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se describen en el texto y se muestran sobrepuestas sobre los organelos 
en los que tienen lugar. Esta serie de reacciones se conoce como ciclo C. 
Los últimos pasos del ciclo, la conversión de serina en glicerato en el pe- 
roxisoma y luego en 3-PGA en el cloroplasto, no se muestran. (Micro- 
GRAFÍA CORTESÍA DE Sue ELLEN FreDERICK Y ELDON H. Newcome.) 


una relación bioquímica subyacente en la que los productos de 
un organelo sirven como sustrato en otro. Las reacciones que 
ocurren en los diferentes organelos se superponen en la micro- 
grafía de la figura 6-23 y se resumen a continuación. 

Como ya se indicó, la fotorrespiración comienza cuando la 
RuBP reacciona con O, para formar 3-PGA y un compuesto de 
dos carbonos, el fosfoglicolato (fig. 6-22). Después de su forma- 
ción, el fosfoglicolato se convierte en glicolato, que se traslada 
del cloroplasto al peroxisoma. Ya en el peroxisoma, la enzima 
glicolato oxidasa convierte el glicolato en glioxilato, que luego 
puede transformarse en glicina y trasladarse a una mitocondria. 
En la mitocondria, dos moléculas de glicina (una molécula de 
dos carbonos) se convierten en una molécula de serina (una mo- 
lécula de tres carbonos), con la liberación concomitante de una 
molécula de CO,. En consecuencia, por cada dos moléculas de 
fosfoglicolato producidas por Rubisco, un átomo de carbono que 
antes estaba fijo se pierde a la atmósfera. La serina que se produ- 
ce en la mitocondria puede enviarse de regreso al peroxisoma y 
transformarse en glicerato, que puede transportarse al cloroplas- 
to y usarse en la síntesis de carbohidrato mediante la formación 


de 3-PGA. 
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Dos grupos de plantas, llamadas plantas C, y CAM, supe- 
raron los efectos negativos de la fotorrespiración al desarrollar 
mecanismos metabólicos que incrementan la proporción CO / 
O, al que las moléculas de la enzima Rubisco se exponen. 


Síntesis de carbohidratos en las plantas C, 


Hugo Kortschak publicó en 1965 que cuando a la caña de azú- 
car se le suministra [“C]O,, la radiactividad aparece primero en 
los compuestos orgánicos que contienen esqueletos de cuatro 
carbonos en lugar de la molécula PGA de tres carbonos que se 
encuentra en otros tipos de plantas. Un análisis más minucioso 
reveló que estos compuestos de cuatro carbonos (sobre todo el 
oxaloacetato y el malato) provenían de la combinación de CO, 
con fosfoenol piruvato (PEP), por lo que representan un segun- 
do mecanismo de fijación del dióxido de carbono atmosférico 
(fig. 6-24). La enzima que se encarga de unir el CO, con el PEP 
se denominó fosfoenol piruvato carboxilasa y cataliza el primer 
paso de la vía C, Las plantas que utilizan esta vía se conocen 
como plantas C, y su principal representante son los pastos tro- 
picales. Antes de considerar el destino de este átomo de carbono 
recién fijado es conveniente examinar las posibles razones por las 
que se desarrolló una vía alternativa para la fijación del dióxido 
de carbono. 

Cuando una planta C, se coloca en una cámara cerrada y se 
vigila su vía fotosintética, se observa que una vez que la planta 
reduce los niveles de CO, en la cámara a cerca de 50 partes por 
millón (ppm), la velocidad de liberación de CO, por fotorrespi- 
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FIGURA 6-24 Estructura y función en las plantas C,. Micrografía elec- 
trónica de un corte transversal de una hoja de planta C, que muestra la re- 
lación espacial entre las células mesófilas y las de la vaina del haz. Sobre la 
micrografía se superpusieron las reacciones de la fijación de CO, que ocu- 
rren en cada tipo de célula. En el paso 1, el CO, se une con el fosfoenol 
piruvato mediante la enzima PEP carboxilasa en una célula mesófila que 
se localiza cerca del exterior de la hoja. El malato de cuatro carbonos 
que se forma por esta reacción se traslada a una célula de la vaina del haz 


ración es igual al ritmo de fijación de CO, por fotosíntesis, por 
lo que la producción neta de carbohidrato cesa. En cambio, una 
planta que emplea la vía C, continúa la síntesis neta de carbo- 
hidrato hasta que los niveles de CO, descienden a 1 a 2 ppm. 
Las plantas C, poseen esta capacidad porque la PEP carboxilasa 
mantiene su operación con niveles de CO, mucho menores que 
los de la enzima Rubisco y no se inhibe con el O,. Pero ¿cuál es 
el valor de una planta que puede fijar CO, a niveles tan bajos 
cuando la atmósfera tiene siempre niveles de CO, mayores de 
300 ppm? 

El valor de la vía C, se evidencia cuando las plantas C, se 
colocan en un ambiente seco y caliente similar al sitio donde 
muchas de ellas se desarrollan. El problema más grave que las 
plantas que viven en un clima cálido y seco enfrentan es la pérdi- 
da de agua por las aberturas, llamadas estomas, en las superficies 
de sus hojas (fig. 6-2). Aunque los estomas abiertos permiten la 
pérdida de agua, también brindan un canal por el que el CO, 
entra a las hojas. Las plantas C, están adaptadas a ambientes 
cálidos y áridos porque son capaces de cerrar sus estomas para 
prevenir la pérdida de agua, pero pueden mantener la captación 
suficiente de CO, para alimentar su actividad fotosintética hasta 
su ritmo máximo. Esta es la razón por la que el garranchuelo, 
una planta C,, tiende a rebasar el césped y desplaza los pastos C, 
domésticos que se plantaron originalmente. La caña de azúcar, 
el maíz y el sorgo son los cultivos más importantes que usan la 
vía C,. Como la mayor parte de las plantas C, no se desarrollan 
tan bien en temperaturas más frías, su distribución se limita a 
mayores latitudes septentrionales y meridionales. 
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que se localiza en un punto más central (paso 2), donde el CO, se libera. 
El CO, se concentra en la célula de la vaina del haz, lo que favorece la 
fijación de CO, por Rubisco para formar 3-PGA (paso 3), el cual circula 
por el ciclo de Calvin. El piruvato que se forma cuando el CO, se libera 
se regresa a la célula mesófila (paso 4), donde se convierte en fosfoenol 
piruvato. Aunque el proceso requiere la hidrólisis de ATP (paso 5), el alto 
índice CO/O, en la célula de la vaina del haz minimiza la velocidad de la 
fotorrespiración. (MICROGRAFÍA ELECTRÓNICA CORTESÍA DE S. CRAIG.) 


Cuando se sigue el destino del CO, fijado mediante la vía 
C, se observa que el grupo CO, se libera pronto, sólo para que 
Rubisco lo capture de nuevo y lo convierta en los intermediarios 
metabólicos de la vía C, (fig. 6-24). La base para este metabo- 
lismo en apariencia paradójico se vuelve evidente al examinar la 
anatomía de la hoja de una planta C,. A diferencia de las hojas de 
las plantas C,, las hojas de C, contienen dos cilindros concéntri- 
cos de células: un cilindro exterior formado por células mesófilas y 
un cilindro interior compuesto por células de la vaina del haz (fig. 
6-24). La fijación de CO, al fosfoenol piruvato ocurre en las célu- 
las mesófilas externas. La actividad de la PEP carboxilasa puede 
continuar aun cuando los estomas de las hojas estén casi cerrados 
y el nivel de CO, en las células sea muy bajo. Tras su formación, 
los productos C, se transportan a través de los plasmodesmas en 
la pared celular adyacente (fig. 7-35) y hacia las células de la vaina 
del haz de paredes gruesas, que están selladas a los gases atmos- 
féricos. Una vez en las células de la vaina del haz, el CO, fijado 
con anterioridad puede separarse del transportador C, lo que 
produce un nivel elevado de CO, en estas células interiores, un 
nivel adecuado para la fijación de Rubisco. Los valores de dióxi- 
do de carbono en las células de la vaina del haz pueden ser 100 
veces más altos que en las células mesófilas. Por tanto la vía C, 
proporciona un mecanismo para impulsar la fijación de CO, por 
la vía C, menos eficiente mediante el “bombeo” de CO, hacia la 
vaina del haz. Tras la separación de CO, del compuesto de cuatro 
carbonos, el piruvato formado regresa a las células mesófilas para 
recargarse como fosfoenol piruvato (fig. 6-24). Además de aho- 
rar agua, las plantas que utilizan la vía C, son capaces de generar 
altos índices CO,/O, en el ambiente local de Rubisco, lo que 
favorece el proceso de fijación de CO, sobre la fotorrespiración. 
De hecho los intentos para demostrar la fotorrespiración en las 
hojas intactas de plantas C, casi siempre fracasan. 

Antes de dejar el tema de la fotosíntesis C, cabe señalar que 
varios laboratorios botánicos pretenden introducir partes de la 
maquinaria fotosintética C, en las plantas C, como un intento 
para impulsar la productividad agrícola. Por ejemplo, el gen de 
la carboxilasa del PEP del maíz (una planta C,) se introdujo en 
el arroz (una planta C,) con la esperanza de crear un mecanismo 
concentrador de CO, dentro de las células mesófilas del arroz 
donde se encuentra la enzima Rubisco. Aunque algunos estudios 
de campo de estas plantas modificadas por ingeniería genética 
son alentadores, aún es demasiado pronto para afirmar si alguno 
de los aumentos observados en la eficiencia fotosintética se debe 
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a los niveles más altos de asimilación de CO,, a los menores ni- 
veles de fotorrespiración, a la mayor resistencia al estrés o a algún 
otro mecanismo. 


Síntesis de carbohidratos en las plantas CAM 


Muchas plantas desérticas, como los cactus, tienen otra adap- 
tación bioquímica que les permite sobrevivir en un hábitat muy 
caliente y seco. Se conocen como plantas CAM y utilizan la car- 
boxilasa del PEP en la fijación del CO, atmosférico, como las 
plantas C,.* Sin embargo, a diferencia de estas últimas, las espe- 
cies CAM efectúan reacciones dependientes de la luz y fijación 
de CO, en momentos diferentes del día, en lugar de hacerlo en 
distintas células de la hoja. En tanto las plantas C, y C, abren los 
estomas de sus hojas y fijan el CO, en el día, las plantas CAM 
mantienen sus estomas cerrados durante las horas calientes y se- 
cas del día. Luego, por la noche, cuando la velocidad de pérdida 
de vapor de agua disminuye mucho, abren sus estomas y fijan 
el CO, mediante la PEP carboxilasa. Conforme cada vez más 
dióxido de carbono se fija en las células mesófilas durante el día, 
el malato que se genera se traslada a la vacuola central de la célu- 
la. La presencia de malato (en forma de ácido málico dentro de 
la vacuola ácida) es evidente por el “estado matutino” ácido de las 
plantas. Durante el día los estomas se cierran y el ácido málico 
se mueve hacia el citoplasma. Ahí libera el CO, que la enzima 
Rubisco puede fijar en presencia de las concentraciones bajas de 
CO, que existen cuando los estomas están cerrados. Luego los 
carbohidratos se sintetizan con la energía del ATP y el NADPH 
generados por las reacciones dependientes de la luz. 


REVISIÓN 


1. Describir el plan básico del ciclo de Calvin, indicando 
las reacciones que requieren ingreso de energía. ¿Por 
qué se define como un ciclo? ¿Por qué debe gastarse 
energía en este tipo de vía? ¿Cuáles son los productos 
finales de la vía? 

Describir las principales diferencias estructurales y 
bioquímicas entre las plantas C, y las C,. ¿Cómo 
influyen estas diferencias en la capacidad de estos dos 
tipos de plantas para crecer en climas cálidos y secos? 


N 


¿CAM es un acrónimo para metabolismo ácido de crasuláceas, denominado así por 
las plantas de la familia Crassulaceae en las que se descubrió. 


SINOPSIS 


Se supone que las primeras formas de vida eran heterótrofos que 
dependían de moléculas orgánicas formadas en condiciones abió- 
ticas; al final, estas formas fueron rebasadas por los autótrofos, 
organismos capaces de sobrevivir con el CO, como su principal 
fuente de carbono. Se cree que los primeros autótrofos realizaron 
fotosíntesis no oxigénica en la que compuestos como el H,S se oxi- 
daban como fuente de electrones. La evolución de la fotosíntesis 
oxigénica, en la que el agua se oxida y se libera O,, permitió a las 
cianobacterias explotar una variedad de hábitat mucho más amplia y 
establecer la base para la respiración aeróbica (pág. 206). 


Los cloroplastos son organelos grandes limitados por membrana 
que evolucionaron de una procariota fotosintética. Los cloroplas- 


tos están limitados por una doble membrana porosa por la inclusión 
de porinas en la membrana externa. Los tilacoides son sacos membra- 
nosos aplanados dispuestos en pilas ordenadas o grana. Los tilacoides 
están rodeados por un estroma fluido que contiene DNA, ribosomas 
y la maquinaria necesaria para la expresión genética (pág. 208). 


Las reacciones de la fotosíntesis dependientes de la luz comien- 
zan con la absorción de fotones por parte de los pigmentos foto- 
sintéticos, un fenómeno que impulsa los electrones a los orbitales 
exteriores, desde los cuales pueden transferirse a un receptor de 
electrones. Los principales pigmentos absorbentes de luz en las 
plantas son las clorofilas y los carotenoides. Cada molécula de cloro- 
fila consiste en un anillo de porfirina que contiene Mg?* que partici- 
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pa en la absorción de la luz y una cola de hidrocarburo (un fitol) que 
mantiene el pigmento incrustado en la bicapa. La clorofila absorbe 
con más avidez las regiones azul y roja del espectro visible y con 
menor fuerza el verde. Los carotenoides absorben con mayor avidez 
las regiones azul y verde, y con menor las regiones roja y naranja. El 
espectro de acción de la fotosíntesis, que muestra las longitudes de 
onda que pueden estimular la fotosíntesis, sigue muy de cerca al es- 
pectro de absorción de los pigmentos. Los pigmentos fotosintéticos 
se organizan en unidades funcionales en las que una sola molécula, la 
clorofila del centro de reacción, transfiere electrones a un receptor de 
electrones. Casi todas las moléculas de pigmento forman una antena 
recolectora de luz que atrapa fotones de diferentes longitudes de 
onda y transfiere la energía de excitación a la molécula de pigmento 
en el centro de reacción (pág. 211). 


La transferencia de un par de electrones de H,O a NADP* bajo 
condiciones propias de los cloroplastos utiliza la entrada de casi 
2 V de energía, que se obtiene de la acción combinada de dos fo- 
tosistemas separados. El fotosistema II (PSII) impulsa electrones 
de un nivel energético menor al del agua hasta el punto intermedio, 
mientras que el fotosistema 1 (PSI) lleva los electrones al mayor ni- 
vel energético, por arriba de NADP*. Conforme cada uno de los 
fotosistemas absorbe fotones, la energía pasa a sus pigmentos del 
centro de reacción respectivos (P680 para PSII y P700 para PSI). La 
energía absorbida por las clorofilas del centro de reacción sirve para 
impulsar los electrones a un orbital exterior, de donde se transfieren 
a un receptor primario y se produce un pigmento con carga positiva 


(P680* y P700*) (pág. 213). 


El trayecto del flujo no cíclico de electrones del agua al PSII y lue- 
go del PSI a NADP* tiene la forma de una Z. La primera rama de 
esta Z va del H,O al PSII. La mayor parte de los pigmentos antena 
que recolectan luz para el PSII se encuentra en un complejo separa- 
do que se denomina LHCII. La energía fluye del LHCII al centro 
de reacción del PSII, donde un electrón de P680 se transfiere a un 
receptor primario, que es una molécula de feofitina similar a la cloro- 
fila. Esta transferencia de electrones genera un agente oxidante fuerte 
(P680*) y un agente reductor débil (Feo”). La separación de la carga 
en PSII se estabiliza mediante el movimiento de las moléculas con 
carga contraria para que queden más alejadas; esto se logra cuando 
el electrón se transfiere de la feofitina a la quinona PQ_, y luego a 
la PQ_,. La absorción sucesiva de dos fotones por el PSII conduce 
a la transferencia de dos electrones a PQ_, para formar PQ_¿7, que 
después capta dos protones del estroma, y se forma PQH, (plasto- 
quinona reducida). La plastoquinona reducida sale del centro de re- 
acción y se sustituye por una plastoquinona oxidada que es capaz de 
recibir electrones adicionales. Conforme cada electrón se transfiere 
de P680 al receptor primario y luego a PQ_,, el pigmento del centro de 
reacción con carga positiva (P680*) se neutraliza por un electrón 
proveniente de una proteína que contiene cuatro iones manganeso y 
un ion calcio. Conforme cada electrón se transfiere a P680, la proteí- 
na que contiene Mn-Ca acumula un equivalente oxidante. Una vez 
que la proteína acumuló cuatro equivalentes oxidantes puede retirar 
cuatro electrones del agua, una reacción que genera O, y libera 4 H* a 
la luz tilacoide, lo que contribuye al gradiente de protones (pág. 215). 


Los electrones de la plastoquinona reducida se transfieren al com- 
plejo proteínico múltiple citocromo b, f, mientras que los protones 
se liberan a la luz (lumen) tilacoide, lo que contribuye al gradiente 
de protones. Los electrones del citocromo å, fpasan a la plastociani- 
na, localizada en el lado luminal de la membrana tilacoide, y a P700*, 
el pigmento del centro de reacción del PSI que perdió un electrón 
luego de absorber un fotón. Conforme P700 absorbe cada fotón, el 
electrón se transfiere a un receptor primario, A,, y luego a través de 
varios centros de hierro-azufre del centro de reacción del PSI hasta la 


ferredoxina. Los electrones se trasladan de la ferredoxina a NADP* 
y se forma NADPH, que requiere un protón del estroma, y esto con- 
tribuye al gradiente de protones. En resumen, el flujo no cíclico de 
electrones produce la oxidación de H,O en O,, con la transferencia 


de electrones a NADP*, la formación de NADPH y el estableci- 


miento de un gradiente de H* a través de la membrana (pág. 217). 


El gradiente de protones que se establece durante las reacciones 
dependientes de la luz proporciona la energía necesaria para la 
formación de ATP en el cloroplasto, un proceso que se denomina 
fotofosforilación. La maquinaria para la ATP síntesis en el cloro- 
plasto es idéntica a la de la mitocondria; la sintasa de ATP consiste 
en una cabeza CF, que sobresale del estroma y una base CF, que 
está incrustada en la membrana tilacoide. Los protones impulsan la 
formación de ATP cuando se mueven de una mayor concentración 
en la luz tilacoide, a través de la base CF, y hasta el estroma, lo que 
disipa el gradiente de H*. La síntesis de ATP puede ocurrir en au- 
sencia de oxidación de H,O por un proceso de fotofosforilación cí- 
clica en el que el PSII no participa. La luz absorbida por el pigmento 
P700 del PSI, pasa a la ferredoxina y regresa al centro de reacción del 
PSI con deficiencia de electrones mediante el citocromo ¿, f Cuan- 
do los electrones recorren la vía cíclica, los protones se trasladan a 


la luz tilacoide y luego impulsan la formación de ATP (pág. 220). 


Durante las reacciones dependientes de la luz, la energía química 
almacenada en NADPH y ATP se usa para sintetizar carbohidra- 
tos a partir de CO,. El CO, se convierte en carbohidrato por la vía 
C, (o ciclo de Calvin) en la que la RuBP carboxilo (Rubisco) fija el 
CO, a un compuesto de cinco carbonos, la RuBP 1,5-difosfato, y 
forma un intermediario inestable de seis carbonos, que se divide en 
dos moléculas de ácido 3-fosfoglicérico. El NADPH y el ATP se 
utilizan para convertir las moléculas de PGA en fosfato de glicer- 
aldehído (GAP). Por cada seis moléculas de CO, que se fijan, dos 
moléculas de fosfato de gliceraldehído pueden dirigirse a la forma- 
ción de sacarosa o almidón, mientras que las 10 moléculas restantes 
pueden usarse para regenerar la RuBP para las rondas siguientes de 


fijación de dióxido de carbono (pág. 221). 


La enzima Rubisco también puede catalizar una reacción en la 
que el O,, y no el CO,, se une en forma covalente con la RuBP. 
Este proceso, que se conoce como fotorrespiración, conduce a la for- 
mación de compuestos que se metabolizan en reacciones que llevan 
a la pérdida de CO,. Como la fotorrespiración comprende captación 
de O, y liberación de CO,, representa un desperdicio de la energía de la 
planta. La proporción entre la fotorrespiración y la fijación del CO, 
depende del índice CO,/O, al que la enzima Rubisco se enfrente. 
Dos grupos de plantas, plantas C, y CAM, tienen mecanismos que 
incrementan esta proporción (pág. 224). 


Las plantas C, y CAM tienen una enzima adicional para la fija- 
ción del CO,, la fosfoenol piruvato carboxilasa, que es capaz de 
operar a niveles muy bajos de CO,. Las plantas C, poseen una 
estructura única en sus hojas que contiene un cilindro exterior de 
células mesófilas y un cilindro interno de células de la vaina del haz 
que se sellan a los gases atmosféricos. La carboxilasa del PEP opera 
en los mesófilos, donde el CO, se fija al compuesto de tres carbonos 
fosfoenol piruvato (PEP) para formar un ácido de cuatro carbonos, 
que se transporta a la vaina del haz, donde se descarboxila. El CO, 
liberado en la vaina del haz se acumula en altas concentraciones, 
lo que favorece la fijación del CO, con la RuBP y la formación de 
PGA y gliceraldehído 3-fosfato por el ciclo de Calvin. Las plantas 
CAM efectúan las reacciones dependientes de la luz y las indepen- 
dientes de la luz en horarios diferentes del día. Las plantas CAM 
mantienen sus estomas cerrados durante las horas calientes y secas 
del día, con lo que evitan la pérdida de agua. Luego, por la noche, 
abren los estomas y fijan el CO, mediante la PEP carboxilasa. El 


ácido málico que se produce en estas reacciones se almacena en 
la vacuola hasta las horas diurnas, cuando el compuesto se regresa 


al cloroplasto. Ahí libera CO,, que puede fijarse con Rubisco en 
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condiciones de niveles bajos de CO, y convertirse en carbohidrato 
con la energía del ATP y el NADPH generados por las reacciones 
dependientes de la luz (pág. 226). 


PREGUNTAS ANALÍTICAS 


1. 


¿Cuál de los dos fotosistemas opera con el potencial redox más 
negativo? ¿Cuál genera el agente reductor más potente? ¿Cuál 
debe absorber cuatro fotones durante cada ronda de fotofosfo- 
rilación no cíclica? 

¿Qué tipo de planta (C,, C, o CAM) se esperaría que funcio- 
nara mejor si se expusiera a la luz diurna continua en condicio- 
nes cálidas y secas? ¿Por qué? 


¿Cuál de las siguientes sustancias: PQH, citocromo 4, redu- 
cido, ferredoxina reducida, NADP*, NADPH, O,, H,O, es el 
agente reductor más potente? ¿Cuál es el agente oxidante más 
fuerte? ¿Cuál tiene mayor afinidad por los electrones? ¿Cuál 
tiene los electrones más energéticos? 


Supóngase que se va a agregar el desacoplante dinitrofenol 
(DNP; pág. 191) a una preparación de cloroplastos que realiza 
fotosíntesis. ¿Cuál de las siguientes actividades se esperaría que 
se afectara? 1) Absorción de luz, 2) fotofosforilación cíclica, 3) 
transporte de electrones entre PSII y PSI, 4) fotofosforilación 
no cíclica, 5) síntesis de PGA y 6) reducción de NADP*., 


Calcular la fuerza motriz de protones que se formaría a tra- 
vés de una membrana tilacoide que mantuviera una diferencia 
de 10000 veces en [H*] y ninguna diferencia en el potencial 
eléctrico. (La ecuación para la fuerza motriz de protones se en- 
cuentra en la pág. 191.) 


¿En qué condiciones se esperaría que una planta realizara la 
fotofosforilación cíclica más intensa? 


Contrastar el cambio en el pH del medio que ocurre cuando 
los cloroplastos aislados llevan a cabo la fotosíntesis en com- 
paración con mitocondrias aisladas que realizan la respiración 
aeróbica. 


En el capítulo anterior se señaló que la mayor parte de la fuerza 
motriz de protones en las mitocondrias se expresa como voltaje. 
En cambio, la fuerza motriz de protones que se genera durante 
la fotosíntesis se expresa casi de manera exclusiva como gra- 
diente de pH. ¿Cómo pueden explicarse estas diferencias? 


Comparar las funciones del PSI y el PSII en la generación del 


gradiente electroquímico a través de la membrana tilacoide. 


10. 


11. 


12. 


13. 


14. 


15. 


16. 


17. 


18. 


19. 


¿Estaría de acuerdo en cuanto a que una planta C, tiene que 
gastar más energía por cada molécula de CO, que convierte en 
carbohidrato que una planta C,? ¿Por qué? 


En la fotosíntesis, la captura de la energía lumínica produce 
la liberación y la transferencia ulterior de electrones. ¿De qué 
moléculas provienen originalmente los electrones? ¿En 
qué moléculas terminan estos electrones? 


¿Cuántas moléculas de ATP y NADPH se requieren en la vía 
C, para formar un azúcar de seis carbonos? Si la síntesis de una 
molécula de ATP necesitara cuatro protones, ¿se esperaría que 
estos requerimientos relativos de ATP y NADPH se cubrieran 
con la fotofosforilación no cíclica en ausencia de fotofosforila- 
ción cíclica? 

Si la feofitina y la A, (una molécula de clorofila a) son los re- 
ceptores primarios de electrones del PSII y el PSI respectiva- 
mente, ¿cuáles son los donadores primarios de electrones de 
cada fotosistema? 


Comparar las funciones de tres átomos metálicos diferentes en 
las reacciones dependientes de la luz de la fotosíntesis. 


¿Se esperaría que el efecto invernadero (incremento del conte- 
nido de CO, de la atmósfera) tuviera un mayor impacto en las 
plantas C, o en las C,? ¿Por qué? 


¿Se esperaría que el contenido de agua atmosférica fuera un 
factor importante en el éxito de una planta C,? ¿Por qué? 


Se sugirió que los niveles bajos de CO, tienen una participa- 
ción clave en el mantenimiento de niveles estables de O, de 
21%. ¿Cómo es posible que los niveles de CO, afecten los nive- 
les de O, en la atmósfera? 


Supóngase que los niveles de CO, se elevaran a 600 ppm, lo 
que quizá fue cierto hace 300 millones de años. ¿Qué efecto se 
cree que podría tener en la competencia entre las plantas C, y 


las C,? 


Asúmase que se coloca una planta C, en condiciones calientes 
y secas y se le aporta *O, marcado con radiactividad. ¿En qué 
compuestos se esperaría encontrar esta marca? 


Interacciones entre las células 
y su ambiente 


7.1 Espacio extracelular 


7.2 Interacciones de las células con los 
materiales extracelulares 


7.3 Interacciones de las células entre sí 


7.4. Zonas de oclusión: sellado del espacio 
extracelular 


7.5 Uniones comunicantes y 
plasmodesmas: mediación de la 
comunicación intercelular 


7.6 Paredes celulares 


Perspectiva humana: 
Función de la adhesión celular 
en la inflamación y metástasis 
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unque la membrana plasmática constituye un límite entre una célula 

viva y su ambiente no vivo, los materiales presentes fuera de la mem- 

brana plasmática tienen una función importante en la vida de una 
célula. La mayor parte de las células de una planta o de un animal están organizadas 
en tejidos bien definidos en los que las células mantienen una relación definida entre 
sí y con los materiales extracelulares que están entre las células. Incluso las células que 
carecen de relaciones fijas dentro de un tejido sólido, como los leucocitos que vigilan el 
cuerpo, deben interactuar en formas muy específicas con otras células y con materiales 
extracelulares con los que entran en contacto. Estas interacciones regulan actividades 
tan diversas como la migración, crecimiento y diferenciación de las células, además 
determinan la organización tridimensional de los tejidos y órganos que surgen durante 
el desarrollo embrionario. 

Este capítulo se enfoca en el ambiente extracelular y los tipos de interacciones en 
las que participan las células. La figura 7-1 muestra un corte esquemático de la piel 
humana y presenta una revisión de varios de los temas que se tratan en este capítulo. 
La capa externa de la piel (la epidermis) es un tipo de tejido epitelial. Al igual que 
otros epitelios que recubren espacios dentro del cuerpo, la epidermis consiste sobre 
todo en células muy próximas unidas entre sí y con una capa no celular subyacente 
mediante uniones especializadas (mostradas en el recuadro superior de la fig. 7-1). 


Micrografía con fluorescencia de una célula endotelial (un tipo de célula que recubre la superficie 
interna de los vasos sanguíneos). La célula tiene forma cuadrada porque se extiende sobre una 
placa cuadrada diminuta de una proteína adhesiva llamada fibronectina que se aplicó a la placa 
de cultivo. La célula parece montada en un marco verde porque se trató con un anticuerpo ver- 
de fluorescente que se une con la proteína citoplásmica actina, un componente del citoesqueleto. 
(REIMPRESA DE CHRISTOPHER S. CHEN, CLIFFORD BRANGWYNNE Y DonaLD E. InGBER, 
TreNDs CELL BroL. 9:283, 1999; O 1999, con AUTORIZACIÓN DE ELSEVIER SCIENCE.) 
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Estos contactos proporcionan un mecanismo para que las 
células se adhieran y se comuniquen entre sí. En cambio, la 
capa más profunda de la piel (la dermis) es un tipo de tejido 
conjuntivo. Al igual que otros tejidos conjuntivos, como los 
que forman un tendón o cartílago, la dermis consiste sobre todo 
de material extracelular, incluidas varias fibras distintas que 
interactúan entre sí de maneras específicas. Una mirada más 
cercana a una de las células dispersas (fibroblastos) de la dermis 
muestra que la capa externa de la membrana plasmática contie- 
ne receptores que median las interacciones entre la célula y los 
componentes de su ambiente (mostrados en el recuadro inferior 
de la fig. 7-1). Estos receptores de la superficie celular interac- 
túan con el medio externo y además, su extremo interno está 
conectado con varias proteínas citoplásmicas. Los receptores 
con este tipo de unión doble son muy adecuados para transmitir 
mensajes entre la célula y su ambiente. E 


(a) 0.5 um 
FIGURA 7-2 El glucocáliz. (a) Superficie basal de una célula ectodérmica 
de un embrión joven de pollo. Pueden distinguirse dos estructuras aplica- 


das a la superficie celular externa: un glucocáliz interno (GC) y una mem- 
brana basal externa (BM). (b) Esta micrografía electrónica de la superficie 
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Contacto 
especializado 


entre células FIGURA 7-1 Revisión de la forma 


en que se organizan las células en 
tejidos e interactúan entre sí 
y con su ambiente extracelular. 
En este esquema de un corte de 
la piel humana se advierte que las 
células de la epidermis se adhieren 


Contacto entre 
célula especializada 
y sustrato 


Membrana basal 
entre sí mediante uniones especia- 
lizadas. La capa basal de las células 
epidérmicas también se adhiere 
a una capa subyacente no celular 
(la membrana basal). La dermis 
consiste sobre todo en elementos 
extracelulares que interactúan unos 
con otros y con las superficies de 
las células dispersas (sobre todo 
fibroblastos). Las células contienen 
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teriales extracelulares y transmiten 
señales al interior de la célula. 


Fibra elástica 


7.1 ESPACIO EXTRACELULAR — ăž = — 


Si se comienza en la membrana plasmática y se inicia un despla- 
zamiento hacia fuera, se pueden examinar los tipos de elementos 
extracelulares que rodean a diversos tipos de células. En el ca- 
pítulo 4 se señaló que todas las proteínas que integran la mem- 
brana plasmática, así como ciertos lípidos de membrana, tienen 
cadenas de azúcares (oligosacáridos) de longitud variable que se 
proyectan al exterior de la membrana plasmática (fig. 4-4c). Estas 
proyecciones de carbohidratos forman parte de una capa aplica- 
da a la superficie externa de la membrana plasmática, el gluco- 
cáliz (o cubierta celular) (fig. 7-2a). Este material extracelular es 
muy prominente en algunos tipos de células, como las epitelia- 


Microvellosidades 


Glucocáliz 


apical de una célula epitelial del recubrimiento del intestino muestra el 
glucocáliz extenso, que se tiñó con la proteína ferritina, que contiene hierro. 
(A: TOMADA DE A. MartInEz-PaLoMo, InT. Rev. CyToL. 29:64, 1979; 
B: TOMADA DE S. Iro y D. W. FawceTT/PHoTO RESEARCHERS.) 
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les que recubren el tubo digestivo de los mamíferos (fig. 7-20). 
Se cree que el glucocáliz media las interacciones entre células y 
entre las células y el sustrato, suministra protección mecánica a 
las células, sirve como barrera contra partículas que se mueven 
hacia la membrana plasmática y se une con factores reguladores 
importantes que actúan sobre la superficie celular. 


Matriz extracelular 


Muchos tipos de células animales están rodeadas por una matriz 
extracelular (ECM), una red organizada de materiales extrace- 
lulares que se encuentra más allá de la proximidad inmediata de 
la membrana plasmática (fig. 7-3). La ECM es más que material 


FIGURA 7-3 Matriz extracelular (ECM) de células de cartílago. (a) 
Micrografía electrónica de barrido de parte de una colonia de células 
de cartílago (condrocitos) que muestra los materiales extracelulares se- 
cretados por las células. (4) La ECM de un condrocito individual se ha 
hecho visible agregando una suspensión de eritrocitos (RBC). El espe- 
sor de la ECM es evidente por el espacio claro (punta de flecha) que 
no es penetrado por los RBC. La barra representa 10 um. (a: MICHAEL 
SOLURSH Y GERALD KARP; B: CORTESÍA DE GRETA M. LEE, BRIAN 
JomnsTon, Ken JacoBson Y BRUCE CATERSON.) 


inerte de empaque o un pegamento inespecífico que mantiene 
las células unidas; a menudo posee un papel regulador clave para 
determinar la forma y las actividades de la célula. Por ejemplo, 
la digestión enzimática de la ECM que rodea a las células de 
cartílago cultivadas o las células epiteliales de la glándula mama- 
ria produce un descenso notorio de las actividades sintéticas y 
secretoras de las células. La adición de los materiales de la matriz 
extracelular al cultivo puede restaurar el estado diferenciado de 
las células y su capacidad para sintetizar sus productos usuales 
(fig. 7-29). 

Una de las matrices mejor definidas es la membrana basal 
(o lámina basal), una hoja continua de 50 a 200 nm de espe- 
sor que 1) rodea las fibras nerviosas, músculos y células adipo- 
sas; 2) se encuentra debajo de la superficie basal de los tejidos 
epiteliales, como la epidermis de la piel (figs. 7-12 y 7-4a) o el 
recubrimiento de los aparatos digestivo y respiratorio, y 3) se en- 
cuentra debajo del recubrimiento endotelial interno de los vasos 
sanguíneos. Las membranas basales confieren soporte mecánico 
a las células que se unen a ellas, generan señales que mantienen 
la supervivencia celular, sirven como sustrato para la migración 
celular, separan tejidos adyacentes dentro de un órgano y actúan 
como barrera al paso de macromoléculas. Con respecto a esta 
última actividad, las membranas basales participan de manera 
importante en la prevención de la salida de proteínas de la sangre 
hacia los tejidos. Esto es de especial importancia en los riñones, 
donde la sangre se filtra a gran presión por una membrana basal 
de doble capa que separa los capilares del glomérulo de la pared de 
los túbulos renales (fig. 7-40). La insuficiencia renal crónica en 
los diabéticos puede ser resultado del engrosamiento anormal de 
las membranas basales que rodean a los glomérulos. Las mem- 
branas basales también sirven como barrera contra la invasión de 
tejidos por células cancerosas. La organización molecular de las 
membranas basales se describe más adelante (fig. 7-12). 

Aunque la matriz extracelular puede tomar diversas formas 
en diferentes tejidos y organismos, tiende a estar compuesta por 
macromoléculas similares. A diferencia de la mayor parte de las 
proteínas presentes dentro de las células que son moléculas com- 
pactas y globulares, las del espacio extracelular casi siempre son 
fibrosas y extendidas. Estas proteínas se secretan hacia el espacio 
extracelular, donde son capaces de ensamblarse por sí mismas en 
una red tridimensional interconectada, que se muestra en la fi- 
gura 7-5 y se explica en las secciones siguientes. Entre sus diver- 
sas funciones, las proteínas de la ECM sirven como andamios, 
vigas, cables y pegamento. Como se advierte en la descripción 
que se presenta a continuación, las alteraciones de la secuencia 
de aminoácidos de las proteínas extracelulares pueden ocasionar 
trastornos graves. Primero se describe una de las moléculas más 
importantes y ubicuas de la ECM, la glucoproteína colágena. 


Colágena Las colágenas son una familia de glucoproteínas 
fibrosas que sólo están presentes en las matrices extracelulares. 
Las colágenas se hallan en todo el reino animal y se distinguen 
por su gran fuerza tensil, es decir, que resisten el estiramiento. 
Se estima que una fibra de colágena de 1 mm de diámetro es 
capaz de mantener suspendido un peso de 10 kg sin romper- 
se. La colágena es la proteína individual más abundante en el 
cuerpo humano (constituye más de 25% de todas las proteínas), 
un hecho que refleja la presencia diseminada de los materiales 
extracelulares. 
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FIGURA 7-4 La membrana basal (lámina basal). (4) Micrografía electró- 
nica de barrido de la piel humana. La epidermis se separó de una parte 
de la membrana basal, que se ve por debajo de las células epidérmicas. 
(2) Se forma una membrana basal más gruesa de lo usual entre los vasos 
sanguíneos del glomérulo y el extremo proximal de los túbulos renales. 
Esta capa extracelular tiene una función importante en la filtración de 
líquido que se ve forzado a salir de los capilares hacia los túbulos renales 


La colágena es producida sobre todo por los fibroblastos, 
las células que se encuentran en varios tipos de tejido conjun- 
tivo, y también en las células epiteliales y de músculo liso. Se 
han identificado 27 tipos distintos de colágena. Cada tipo se li- 
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FIGURA 7-5 Revisión de la organización macromolecular de la matriz 
extracelular. Las proteínas y polisacáridos mostrados en esta ilustra- 
ción se describen en las secciones siguientes. Las proteínas presentadas 
(fibronectina, colágena y laminina) contienen sitios de unión para unas 
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(b) 


durante la formación de orina. Los puntos negros dentro de la membrana 
basal del glomérulo (MBG) son partículas de oro unidas con anticuerpos 
que se unen con las moléculas de colágena tipo IV en la membrana basal 
(LC, luz capilar; P, podocito del túbulo). La barra representa 0.5 um. (a: 
CORTESÍA DE KAREN HOLBROOK; B: TOMADA DE MICHAEL DESJARDINS 
y M. Benpayan, J. CELL Bior. 113:695, 1991. CON AUTORIZACIÓN DE 
LOS DERECHOS RESERVADOS DEL ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 


mita a sitios particulares del cuerpo, pero a menudo hay dos o 
más tipos distintos juntos en la misma ECM. Se alcanza una 
mayor complejidad funcional porque varios tipos de colágena se 
combinan dentro de la misma fibra. Estas fibras “heterotípicas” 


A 


rg) 


y otras, además de sitios de unión para receptores (integrinas) que se 
localizan en la superficie celular. Los proteoglucanos son enormes com- 
plejos de proteína y polisacáridos que ocupan gran parte del volumen del 
espacio extracelular. 


234 Capítulo 7 INTERACCIONES ENTRE LAS CÉLULAS Y SU AMBIENTE 


son el equivalente biológico a una aleación metálica. Es proba- 
ble que las diferentes propiedades estructurales y mecánicas se 
deban a las diversas mezclas de colágenas en las fibras. Aunque 
hay muchas diferencias entre los integrantes de la familia de la 
colágena, todas comparten por lo menos dos rasgos estructurales 
importantes. Primero, todas las moléculas de colágena son tríme- 
ros formados por tres cadenas polipeptídicas, llamadas cadenas 
alfa. Segundo, por lo menos en una parte de su extensión, las 
tres cadenas polipeptídicas de una molécula de colágena están 
entretejidas unas con otras para formar una hélice triple única, 
parecida a un bastón (fig. 7-64). 

Las cadenas a de las moléculas de colágena contienen gran- 
des cantidades de prolina, y muchos de los residuos de prolina 
(y lisina) son hidroxilados después de la síntesis del polipéptido. 
Los aminoácidos hidroxilados son importantes para mantener la 
estabilidad de la triple hélice a través de la formación de enlaces 
de hidrógeno entre las cadenas componentes. La incapacidad de 
hidroxilar cadenas de colágena tiene graves consecuencias para 
la estructura y la función de los tejidos conjuntivos. Esto se hace 
evidente en los síntomas del escorbuto, una enfermedad causada 
por deficiencia de vitamina C (ácido ascórbico), que se caracte- 
riza por inflamación gingival y pérdida de dientes, cicatrización 
deficiente de heridas, fragilidad ósea y debilitamiento del recu- 
brimiento de los vasos sanguíneos, lo que ocasiona hemorragias 
internas. El ácido ascórbico es ncesario como coenzima por las 
enzimas que agregan grupos hidroxilo a los aminoácidos lisina y 
prolina de la colágena. 

Varias de las colágenas, incluidos los tipos I, II y IJI, se des- 
criben como colágenas fibrilares, ya que se ensamblan en fibrillas 


FIGURA 7-6 La estructura de la colágena I. Esta figura muestra varios 
niveles de organización de una colágena fibrilar. (a) La molécula de colá- 
gena (o monómero) es una triple hélice compuesta por tres cadenas heli- 
coidales alfa. Algunos tipos de colágena contienen tres cadenas alfa idén- 
ticas, por lo que son homotrímeros, en tanto que otras son heterotrímeros 
que tienen dos o tres cadenas distintas. Cada molécula de colágena 1 mide 
295 nm de largo. (5) Las moléculas de colágena 1 se alinean en hileras en 
las que las moléculas de una fila están escalonadas respecto de la hilera 
contigua. Un haz de moléculas de colágena I, como el que se muestra, 
forma una fibrilla de colágena. La disposición escalonada de moléculas 
produce bandas (líneas negras horizontales en la ilustración) a través de 


rígidas parecidas a cables, que a su vez se agrupan en fibras más 
gruesas, casi siempre lo bastante grandes para verse al micros- 
copio óptico. La figura 7-6b,c muestra el empaque lado a lado 
de las hileras de moléculas de colágena dentro de una fibrilla 
de colágena. Las fibrillas se fortalecen por enlaces covalentes 
entre residuos de lisina e hidroxilisina en moléculas adyacentes 
de colágena. Este proceso de enlace cruzado continúa durante 
toda la vida y es probable que contribuya a la disminución de 
la elasticidad de la piel y el aumento de la fragilidad ósea en 
los ancianos. Estudios recientes que examinan la superficie de 
las fibrillas de colágena sugieren que están formadas por hebras 
torcidas alrededor del eje de la fibrilla para formar una estructura 
más parecida a una cuerda de dimensiones en nanómetros que a 
un cable (fig. 7-64). 

Entre los diversos componentes de la ECM, las molécu- 
las de colágena proporcionan un marco insoluble que determina 
muchas de las propiedades mecánicas de la matriz. De hecho, a 
menudo pueden relacionarse las propiedades de un tejido parti- 
cular con la organización tridimensional de estas moléculas de 
colágena. Por ejemplo, los tendones, que conectan los músculos 
con los huesos, deben resistir fuerzas de tracción muy grandes 
durante los momentos de contracción muscular. Los tendones 
contienen una ECM en la que las fibras de colágena se alinean 
paralelas al eje longitudinal del tendón, y paralelas a la direc- 
ción de las fuerzas de tracción. La córnea también es un tejido 
importante; debe servir como una capa durable y protectora en 
la superficie del globo ocular, pero también debe ser transparen- 
te para que la luz pueda pasar por el cristalino hasta la retina. 
La capa media gruesa de la córnea es el estroma, que contiene 


(d) 250nm 


(c) 0.3 um 


la fibrilla que se repiten cada 67 nm (iguales a la longitud de la hendidura 
entre moléculas más la superposición). (c) Micrografía electrónica de las 
fibras de colágena humana después de sombreado metálico (fig. 18-15). 
Es evidente el patrón en bandas de las fibrillas. (4) Una micrografía de 
fuerza atómica muestra la superficie de una fibrilla de colágena, sugiere 
que sus componentes están torcidos en una espiral alrededor del eje de 
la fibrilla como una cuerda. El patrón en bandas resulta evidente. Las 
flechas señalan los sitios con una ligera depresión en la fibrilla, como ocu- 
rriría si se tuerce una cuerda en el sentido contrario al que está tejida. (c: 
POR CORTESÍA DE JEROME Gross Y Francis O. SCHMITT; D: TOMADA 
DE LAURENT Bozec ET AL., BropHys. J. 92:71, 2007.) 
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FIGURA 7-7 El estroma corneal posee sobre todo capas de fibrillas de 
colágena con diámetro y espacios uniformes. Las moléculas de las capas 
alternadas se disponen en ángulos rectos entre sí, por lo que simulan la 
estructura de la madera contrachapada. (ReEIMPRESA DE NiGEL J. Fu- 
LLWOOD, STRUCTURE 12:169, 2004; CopPYRIGHT 2004, CON AUTORIZA- 
CIÓN DE ELSEVIER SCIENCE.) 


fibrillas de colágena relativamente cortas que se organizan en 
capas distintivas. La estructura en capas del estroma es similar 
a la de la madera contrachapada: las fibrillas de cada capa son 
paralelas a las otras fibrillas en la capa, pero perpendiculares a 
las fibrillas de las capas que están a ambos lados (fig. 7-7). Esta 
estructura parecida a la madera contrachapada suministra fuerza 
a este delicado tejido al tiempo que la uniformidad del tamaño y 
el empaque ordenado de las fibrillas reduce la dispersión de los 
rayos de luz, lo que hace posible la transparencia del tejido. 

En virtud de la abundancia y la amplia distribución, no es 
sorprendente que las alteraciones de la formación de la coláge- 
na fibrilar produzcan trastornos graves. Las quemaduras o las 
lesiones traumáticas en órganos internos pueden dar lugar a la 
acumulación de tejido cicatrizal, el cual consiste sobre todo en 
colágena fibrilar. Las mutaciones en los genes que codifican la co- 
lágena tipo I pueden ocasionar osteogénesis imperfecta, un trastor- 
no que puede ser letal y se caracteriza por fragilidad ósea extre- 
ma, piel delgada y tendones débiles. Las mutaciones en los genes 
que codifican la colágena tipo 11 alteran las propiedades del te- 
jido cartilaginoso y causan enanismo y deformidades esqueléti- 
cas. Las mutaciones en varios genes más de la colágena pueden 
provocar defectos diferentes, pero relacionados, en la estructura 
de la matriz de colágena (llamados síndromes de Ehler-Danlos). 
Las personas con uno de estos síndromes tienen articulaciones 
demasiado flexibles y piel muy extensible. 

No todas las colágenas forman fibrillas. Una de las colá- 
genas no fibrilares es la tipo IV, cuya distribución se limita a 
las membranas basales. Las membranas basales son hojas delga- 
das de sostén y las moléculas de colágena tipo IV se organizan 
en una red que le confiere sostén mecánico y sirve como celosía 
para que se depositen otros materiales extracelulares (fig. 7-12). 
A diferencia de la colágena tipo I que posee una hélice triple 
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FIGURA 7-8 Red de colágena tipo IV de la membrana basal. Microgra- 
fía electrónica de una membrana basal de tejido amniótico humano que 
se extrajo con una serie de soluciones salinas para retirar los materiales 
distintos de la colágena. El tratamiento deja una red extensa, ramificada 
y poligonal de hebras que forman una celosía irregular. La evidencia 
indica que esta celosía consiste en moléculas de colágena IV unidas en 
forma covalente entre sí en una disposición tridimensional compleja. La 
figura 7-12 muestra un modelo del andamiaje de la membrana basal. 
(Tomana DE PeTEr D. YURCcHENCO Y GEORGE C. Rusen, J. CELL BroL. 
105:2561, 1987. CON AUTORIZACIÓN DE LOS DERECHOS RESERVADOS DE 
ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 


larga y continua, el trímero de colágena tipo IV posee segmentos 
no helicoidales intercalados a lo largo de la molécula, además 
de dominios globulares en ambos extremos. Los segmentos no 
helicoidales hacen que la molécula sea flexible, en tanto que los 
extremos globulares sirven como sitios de interacción entre las 
moléculas, lo que le da su carácter complejo parecido a una ce- 
losía (fig. 7-8). Se han identificado mutaciones en los genes de 
la colágena tipo IV en pacientes con síndrome de Alport, una en- 
fermedad renal hereditaria en la que se interrumpe la membrana 
basal del glomérulo (fig. 7-40). 


Proteoglucanos Además de la colágena, las membranas ba- 
sales y otras matrices extracelulares casi siempre contienen gran- 
des cantidades de un tipo distintivo de complejo proteína-po- 
lisacárido denominado proteoglucano. Un proteoglucano (fig. 
7-9a) consiste en una molécula de proteína central (mostrada en 
negro en la fig. 7-9a) a la cual se le unen por enlaces covalentes 
cadenas de g/ucosaminoglucanos (GAG) (en la figura aparecen en 
rojo). Cada cadena de glucosaminoglucano se forma de un disa- 
cárido repetido, esto es, que tiene una estructura -A-B-A-B-A-, 
en la que A y B representan dos azúcares distintos. Los GAG 
son muy ácidos por la presencia de grupos sulfato y carboxilo 
unidos a los anillos de los azúcares (fig. 7-95). Los proteoglu- 
canos de la matriz extracelular pueden ensamblarse en comple- 
jos gigantes mediante la unión de sus proteínas centrales a una 
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FIGURA 7-9 La estructura de un complejo de proteoglucano del tipo 
de cartílago. (a) Representación esquemática de un solo proteoglucano 
consistente en una proteína central a la cual se unen una gran cantidad de 
cadenas de glucosaminoglucanos (GAG, mostrados en rojo). Un proteo- 
glucano de la matriz del cartílago (p. ej., agrecano) puede contener cerca 
de 30 cadenas de sulfato de queratano y 100 de sulfato de condroitina. 
Los proteoglucanos que se encuentran en las membranas basales (p. ej., 
perlecano y agrina) tienen sólo unas cuantas cadenas de GAG unidas a la 
proteína central. (5) En esta figura se muestran las estructuras de los disa- 


molécula de ácido hialurónico, un GAG sin sulfato (fig. 7-9c). La 
figura 7-9d muestra la apariencia microscópica de uno de estos 
complejos, que puede ocupar un volumen equivalente al de una 
célula bacteriana. 

A causa de las cargas negativas producidas en los GAG sul- 
fatados, los proteoglucanos se unen con cantidades enormes de 
cationes, los que a su vez se unen con muchas moléculas de agua. 
Como resultado, los proteoglucanos forman un gel hidratado po- 
roso que llena el espacio extracelular como material de empaque 
(fig. 7-5) y resiste las fuerzas de aplastamiento (compresión). Esta 
propiedad complementa la de las moléculas adyacentes de colá- 
gena, que resisten a las fuerzas de tracción y proporcionan un an- 
damiaje para los proteoglucanos. En conjunto, las colágenas y los 
proteoglucanos dan al cartílago y a otras matrices extracelulares 
fuerza y resistencia a la deformación. La matriz extracelular del 
hueso también se compone de colágena y proteoglucanos, pero 
se endurece por la impregnación con sales de fosfato de calcio. 


Fibronectina El término “matriz” implica una estructura for- 
mada por una red de componentes interactivos. El término resul- 
ta muy adecuado para la matriz extracelular, que contiene diversas 
proteínas, además de colágena y proteoglucanos, que interactúan 
entre sí en formas muy específicas (fig. 7-5). La fibronectina, así 
como otras proteínas que se describen en este capítulo, consiste 
en un conjunto lineal de “bloques de construcción” distintos que 
dan a cada polipéptido una construcción modular (fig. 7-10a). 
Cada polipéptido de fibronectina se construye a partir de una 
secuencia de unos 30 módulos Fn plegables de manera indepen- 
diente, dos de los cuales se muestran en el recuadro superior de la 
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cáridos repetitivos que forman cada GAG. Todos los GAG poseen gran- 
des cantidades de cargas negativas (indicadas por el sombreado azul). (c) 
En la matriz del cartílago, los proteoglucanos individuales están unidos 
con una GAG no sulfatada llamada ácido hialurónico (o hialuronano) y 
forman un complejo gigante con una masa molecular cercana a 3000000 
Da. En el recuadro se halla uno de los proteoglucanos del tipo mostrado 
en la parte a. (d) Micrografía electrónica de un complejo de proteogluca- 
no, comparable con el que se ilustra en la parte c que se aisló de la matriz 
del cartílago. (D: CORTESÍA DE LAWRENCE C. ROSENBERG.) 


figura 7-10a. Aunque los módulos de tipo Fn se descubrieron por 
primera vez en la fibronectina, forman parte de muchas otras pro- 
teínas, desde los factores de coagulación sanguínea hasta recep- 
tores de membrana (fig. 7-22). Como se describe en la página 58, 
la presencia de segmentos compartidos entre diversas proteínas 
sugiere que muchos genes actuales surgieron durante la evolución 
mediante la fusión de partes de genes ancestrales separados. En 
la fibronectina, los 30 módulos estructurales se combinan para 
formar cinco o seis dominios funcionales más grandes, ilustrados 
por los cilindros de color de la figura 7-104. Cada una de las dos 
cadenas polipeptídicas que forman la molécula de fibronectina 
contiene lo siguiente: 


1. Sitios de unión para muchos componentes de la ECM, como 
colágenas, proteoglucanos y otras moléculas de fibronectina. 
Estos sitios de unión facilitan las interacciones que vinculan 
estas moléculas diversas en una red estable e interconectada 


(fig. 7-5). 


2. Sitios de unión para receptores en la superficie celular. Estos 
sitios de unión sostienen la ECM en unión estable con la cé- 
lula (fig. 7-5). La importancia del sustrato con fibronectina 
para la unión celular se ilustra en la micrografía inicial del 
capítulo en la página 230. La célula endotelial cultivada que 
muestra esta fotografía adoptó una forma diferente a la que 
tendría en el cuerpo porque se extendió sobre la superficie dis- 
ponible que le brindó una cubierta cuadrada de fibronectina. 


La importancia de la fibronectina y otras proteínas extrace- 
lulares resulta muy evidente cuando los tejidos realizan activida- 
des dinámicas, como sucede durante el desarrollo embrionario. 
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FIGURA 7-10 Estructura de la fibronectina y su importancia durante el 
desarrollo embrionario. (4) Una molécula de fibronectina humana con- 
siste en dos polipéptidos similares, pero no idénticos, unidos por un par 
de enlaces disulfuro localizados cerca del extremo C. Cada polipéptido 
se compone de una serie lineal de módulos distintos que se organizan en 
varias unidades funcionales más grandes, ilustradas por los cilindros de 
color en esta figura. Cada una de estas unidades funcionales contiene uno 
o más sitios de unión para cada componente específico de la ECM o la 
superficie de las células. Algunas de estas actividades de unión se indican 
con las leyendas. Se indica el sitio de unión celular del polipéptido que 
contiene la secuencia arg-gli-asp, o RGD. Como se explica más adelante 
en este capítulo, esta secuencia se une en forma específica con una clase 
particular de proteínas integrales de la membrana plasmática (integrinas) 
que participan en la unión celular y la transducción de señales. El recuadro 
muestra dos de los casi 30 módulos Fn que se repiten y forman el poli- 
péptido; la secuencia RGD forma un asa del polipéptido que sobresale 
de un módulo. (4) Corte a través de un embrión joven de pollo que se 
trató con anticuerpos fluorescentes contra la fibronectina. Esta última está 
presente en la forma de fibrillas en las membranas basales (sitios de color 
rojo oscuro) que están debajo de los epitelios embrionarios y proporcionan 


El desarrollo se caracteriza por oleadas de migración celular du- 
rante las cuales las distintas células siguen rutas diferentes de una 
parte del embrión a otra (fig. 7-11a). Las células migrantes tie- 
nen la guía de proteínas, como la fibronectina, que están conte- 
nidas dentro del ambiente molecular por el que pasan. Por ejem- 
plo, las células de la cresta neural, que migran fuera del sistema 
nervioso en desarrollo hacia todas las partes del embrión, cruzan 
trayectos ricos en fibrillas compuestas por moléculas de fibronec- 
tina interconectadas (fig. 7-105). La importancia de la fibro- 
nectina en la migración celular de la cresta neural es fácil de re- 
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Tubo neural 


Notocorda A 


Ventral 


un sustrato sobre el cual migran las células. (c) En esta micrografía las 
células de la cresta neural emigran de una porción del sistema nervioso en 
desarrollo del pollo (fuera del límite de la fotografía) hacia una caja de cul- 
tivo de vidrio que contiene franjas de superficie cubiertas con fibronectina 
alternadas con franjas de vidrio desnudo. El límite de la región cubierta 
con fibronectina está indicado por las líneas blancas. Resulta evidente que 
las células permanecen sólo en las regiones cubiertas con fibronectina. Las 
células que llegan al sustrato de vidrio (puntas de flecha) tienden a redon- 
dearse y perder sus capacidades migratorias. La flecha indica la dirección 
de la migración. (d, e) La participación de la fibronectina en la formación 
de la glándula salival embrionaria. La micrografía d muestra una glándula 
salival de un embrión de ratón que creció durante 10 horas en un cultivo. 
Se ve que la glándula se divide en yemas mediante varias hendiduras (trián- 
gulos). La glándula que se muestra en e se cultivó por el mismo periodo en 
presencia de anticuerpos contra fibronectina, lo cual impidió la formación 
de las hendiduras. La barra de escala equivale a 100 um. (B: CORTESÍA DE 
James W. Lasn; C: TOMADA DE GIOVANNI Levi, Jean-Lour DUuBAND Y 
Jean Paul Thtery, Ir. Rev. CyToL. 123:213, 1990; D, E: REIMPRESAS DE 
TakayosH1 Sakar, MELINDA LARSEN Y KENNETH M. YAMADA. NATURE 
423:877,2003. © 2003 MacmILLAN Macazıines Lro.) 


velar con una caja de cultivo, como se muestra en la figura 7-10c. 
Varios órganos del cuerpo, incluidos las glándulas salivales, riño- 
nes y pulmones, se forman por un proceso de ramificación en el 
que la capa epitelial se divide por una serie de hendiduras (fig. 
7-104). La importancia de la fibronectina en la formación de 
estas hendiduras se ilustra en la figura 7-10e, que muestra una 
glándula salival que se incubó con anticuerpos que se unen con 
la fibronectina. La formación de hendiduras y la ramificación se 
eliminan por completo como resultado de la desactivación de las 
moléculas de fibronectina. 


238 Capítulo 7 INTERACCIONES ENTRE LAS CÉLULAS Y SU AMBIENTE 


Células de la 
cresta neural 


Células 
eritroides 


Células 
linfoides | 
Células 
germinales 
primordiales 

(CGP) 

(a) 

FIGURA 7-11 Migración celular durante el desarrollo embrionario. (a) 
Resumen de parte del tránsito celular que ocurre durante el desarrollo de 
los mamíferos. Los movimientos más extensos están conducidos por la 
cresta neural (mostrada en azul), que migra de la placa neural en la línea 
media dorsal del embrión y da origen a todas las células pigmentarias 
de la piel (P), los ganglios simpáticos (GS), médula suprarrenal (MS) y 
el cartílago del cráneo embrionario (Mx, Md para los arcos maxilares y 
mandibulares). Las células germinales primordiales (CGP) migran del 
saco vitelino al sitio de formación de las gónadas (G) dentro del embrión. 
Las progenitoras de las células linfoides se transportan al hígado (H), 
médula ósea (MO), timo (T), ganglios linfáticos (GL) y bazo (B). (Noza: 


las “vías” mostradas aquí conectan los sitios de origen de las células con 


Laminina Las lamininas forman una familia de glucoproteínas 
extracelulares que consisten en tres cadenas polipeptídicas dife- 
rentes unidas por enlaces disulfuro y organizadas en una molé- 
cula que parece una cruz con tres brazos cortos y uno largo (fig. 
7-5). Se han identificado por lo menos 15 lamininas diferentes. 
Al igual que la fibronectina, las lamininas extracelulares influyen 
en grado notorio en el potencial migratorio, crecimiento y dife- 
renciación de las células. Por ejemplo, las lamininas tienen una 
participación crucial en la migración de las células germinales 
primordiales (fig. 7-11a). Estas células están en el saco vitelino, 
que se localiza fuera del embrión mismo, y luego migran por la 
corriente sanguínea y tejidos embrionarios hasta la gónada en 
desarrollo, donde al final dan origen a los espermatozoides u óvu- 
los. Durante su migración, las células germinales primordiales 
atraviesan superficies muy ricas en laminina (fig. 7-110). Los es- 
tudios indican que las células germinales primordiales tienen una 
proteína superficial que se adhiere con fuerza a una de las subuni- 
dades de la molécula de laminina. En la figura 9-484 se ilustra la 
influencia de la laminina en el crecimiento de los nervios. 
Además de la fuerte unión a los receptores de superficie ce- 
lular, las lamininas pueden unirse a otras moléculas de laminina, 
proteoglucanos y otros componentes de las membranas basales 
(fig. 7-5). Se cree que las moléculas de laminina y colágena tipo 
IV forman redes separadas, pero interconectadas, como se mues- 
tra en la figura 7-12. Estas redes entrelazadas confieren fuerza y 
flexibilidad a las membranas basales. De hecho, las membranas 


(b) 


20 um 


su destino, no muestran con exactitud las rutas reales que siguen las cé- 
lulas.) (4) Micrografía de un corte de una porción del intestino primitivo 
posterior de un embrión de ratón de 10 días. Se advierte que las células 
germinales primordiales (verdes) migran a lo largo del mesenterio dorsal 
en su camino a la gónada en desarrollo. El tejido se tiñó con anticuerpos 
contra la proteína laminina (rojo), que se ve concentrada en la superficie 
sobre la cual migran las células. (A: TOMADA DE Aaron A. Moscona Y R. 
E. Hausman. In: CELL anD Tissue INTERACTIONS, J. W. Lasu y M. M. 
BurGERr (EDs), Raven Press, 1977. B: TOMADA DE MARTIN I. GARCIA- 
CASTRO, ROBERT ANDERSON, JANET HEASMAN Y CHRISTOPHER WYLIE. 
J. CELL Bro. 138:475, 1997. CON AUTORIZACIÓN DE LOS DERECHOS RE- 
SERVADOS DE ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 


basales no se forman en embriones de ratón que sean incapaces 
de formar laminina, lo que ocasiona la muerte embrionaria hacia 
el momento de la implantación. 


Propiedades dinámicas Las micrografías y diagramas pre- 
sentados en la primera sección de este capítulo muestran la 
ECM como una estructura estática. Sin embargo, la ECM pue- 
de mostrar en realidad propiedades dinámicas, tanto en espacio 
como en tiempo. Por ejemplo, desde el punto de vista espacial, 
las fibrillas de la ECM pueden estirar varias veces su longitud 
normal cuando las células tiran de ellas y se contraen cuando se 
alivia la tensión. Desde el punto de vista temporal, los compo- 
nentes de la ECM están sujetos a la degradación y reconstruc- 
ción continuas. Estos procesos sirven para renovar la matriz y 
permitir que se remodele durante el desarrollo embrionario o 
después de la lesión tisular. Incluso la matriz calcificada de los 
huesos humanos, que se considera como una estructura estable e 
inerte, está sujeta a reparación continua. 

La degradación de materiales extracelulares, junto con las 
proteínas de la superficie celular, es tarea sobre todo de una fami- 
lia de enzimas que contienen cinc llamadas metaloproteinasas 
de la matriz (MMP) y se secretan hacia el espacio extracelular o 
están fijadas a la membrana plasmática. Como grupo, las MMP 
pueden digerir casi todos los componentes diversos de la ECM, 
aunque los miembros individuales de la familia tienen un lími- 
te estrecho de moléculas extracelulares a las que pueden atacar. 
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FIGURA 7-12 Modelo de la estructura de la membrana basal. Las 


membranas basales contienen dos moléculas formadoras de la red, la 
colágena IV (rosa), que se ilustra en la figura 7-8, y la laminina (verde), 
que se indica con las moléculas gruesas en forma de cruz. Las redes de 
colágena y laminina se conectan mediante moléculas de entactina (púr- 
pura). (TomADA DE PETER D. YuRCHENCO, YI-SHAN CHENG Y HoLLY 
COLOGNATO, J. CELL BroL. 117:1132, 1992. Con AUTORIZACIÓN DE LOS 
DERECHOS RESERVADOS DE ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 


No se comprenden bien las funciones fisiológicas de las MMP, 
pero se piensa que intervienen en el remodelado embrionario, 
migración de células embrionarias, reparación de heridas y for- 
mación de vasos sanguíneos. Como era de esperarse de enzimas 
cuya función normal es destruir los materiales extracelulares, es 
probable que la actividad excesiva o inapropiada de las MMP 
cause enfermedad. De hecho, las MMP intervienen en varios 
trastornos, como la artritis, hepatitis, ateroesclerosis, enfermeda- 
des dentales y gingivales y progresión de tumores (pág. 248). Al 
menos tres trastornos esqueléticos hereditarios se han rastreado 
hasta mutaciones en los genes MMP. 


1. Distinga entre el glucocáliz, membrana basal y matriz 
extracelular del tejido cartilaginoso. 

2. Compare la función de la colágena y los proteoglucanos 
en el espacio extracelular. ¿Cómo contribuyen la 
fibronectina y la laminina al desarrollo embrionario? 

3. Mencione unas cuantas de las funciones de la matriz 
extracelular en los tejidos animales. 


r 


7,2 INTERACCIONES DE LAS CELULAS — 
CON LOS MATERIALES EXTRACELULARES 


En la explicación previa se indicó que los componentes de la 
ECM, como la fibronectina, laminina, proteoglucanos y coláge- 
na, son capaces de unirse con receptores situados en la superficie 
celular (como en la fig. 7-5). La familia más importante de re- 
ceptores que adhiere las células a su microambiente extracelular 
son las integrinas. 


Integrinas 


Las integrinas, que se encuentran sólo en animales, constituyen 
una familia de proteínas de membrana que tienen una función 
clave en la integración de los ambientes extracelular e intracelular. 
Por un lado de la membrana plasmática, las integrinas se unen 
con una gran variedad de moléculas (ligandos) que existen en el 
ambiente extracelular. Por el lado intracelular de la membrana, las 
integrinas interactúan en forma directa o indirecta con docenas 
de proteínas diferentes para influir en el curso de los fenómenos 
intracelulares. Las integrinas están compuestas por dos cadenas 
polipeptídicas que cruzan la membrana, una cadena a: y una B, 
que están unidas por enlaces no covalentes. Se han identifica- 
do 18 subunidades a y ocho subunidades B diferentes. Aunque 
en teoría podrían formarse más de cien parejas posibles de sub- 
unidades a y ß, sólo se han reconocido cerca de dos docenas de 
integrinas diferentes en las superficies celulares, cada una con una 
distribución específica en el cuerpo. Mientras muchas subunida- 
des existen sólo como un solo heterodímero de integrina, la sub- 
unidad B1 se encuentra en 12 integrinas diferentes y la subunidad 
a, en cinco de ellas (cuadro 7-1). La mayor parte de las células 
tiene diversas integrinas distintas y, por el contrario, la mayor par- 
te de las integrinas se halla en varios tipos celulares diferentes. 

Las observaciones con microscopio electrónico de las mo- 
léculas de integrina iniciaron a finales del decenio de 1980 y 
sugirieron que las dos subunidades están orientadas de tal ma- 
nera que forman una cabeza globular extracelular conectada con 
la membrana mediante un par de “piernas” alargadas (como se 
muestra en la fig. 7-5). Las piernas de cada subunidad se extien- 
den por la bicapa de lípidos como una sola hélice transmembra- 
nosa y terminan en un pequeño dominio citoplásmico de unos 
20 a 70 aminoácidos.' Cada integrina puede unirse con varios 
cationes divalentes, incluidos Ca?*, Mg?* y Mn?*, aunque aún 
no se conoce el efecto de cada ion en la estructura y las capaci- 
dades de unión con ligando de la proteína. La primera estructura 
cristalográfica por rayos X de la porción extracelular de una in- 
tegrina se publicó en 2001 y mostró un rasgo muy inesperado. 
En lugar de “permanecer vertical” como se predijo, la integrina 
a B, se doblaba en forma notable al nivel de las “rodillas”, de tal 
manera que la cabeza quedaba de frente a la superficie exter- 
na de la membrana plasmática (fig. 7-13a). Para comprender el 
significado de esta estructura doblada, es necesario explorar las 
propiedades de las integrinas. 

Muchas integrinas, incluida la que aparece en la figura 7-13, 
sólo pueden existir en la superficie de una célula en su conforma- 
ción inactiva. Dichas integrinas pueden activarse rápidamente 
por fenómenos dentro de la célula que alteran la conformación 
de los dominios citoplásmicos de las subunidades de las integri- 
nas. Los cambios en la conformación de los dominios citoplás- 
micos se propagan por la molécula, lo que aumenta la afinidad 
de la integrina por un ligando extracelular. Por ejemplo, la agre- 
gación de plaquetas durante la coagulación sanguínea (fig. 7-15) 
ocurre sólo después de la activación citoplásmica de las integri- 
nas Q pB lo cual incrementa su afinidad por el fibrinógeno. Este 


Una excepción a esta configuración molecular es la cadena f,, que tiene 
alrededor de un millar de aminoácidos más como parte de su dominio 
citoplásmico. Esta enorme adición hace que las integrinas B, sean capaces de 
extenderse a una profundidad mucho mayor en el citoplasma (fig. 7-19). 
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FIGURA 7-13 Conformaciones de la integrina. (a) Representación de un 


listón que representa los dominios extracelulares de una integrina (a B,) 


en su conformación “plegada”, según lo revela la cristalografía por rayos X, 
y micrografía electrónica correspondiente de la misma porción de una mo- 
lécula de integrina. Los estudios sugieren que ésta es una conformación 
inactiva de la integrina. (4) Esquema en listón y micrografía electrónica de 
la misma integrina en la conformación “vertical”, que al parecer represen- 
ta la estructura activa (es decir, para unión con ligando). Los iones metáli- 


tipo de alteración de la afinidad de la integrina desencadenada 
por cambios que suceden dentro de la célula se conoce como 
señalización “de adentro a afuera”. En ausencia de esta señal, la 
integrina permanece en estado inactivo, lo cual protege al cuerpo 
contra la formación inapropiada de un coágulo sanguíneo. 

Cada vez hay más evidencia que sugiere que la conforma- 
ción flexionada de la integrina que se muestra en la figura 7-13a 
corresponde al estado inactivo de la proteína, incapaz de unirse 
con un ligando. De hecho, cuando se analiza una integrina a B, 
que tiene un ligando unido, la integrina ya no posee la estructu- 
ra doblada, sino que tiene una conformación vertical, como se 
ilustra en la figura 7-134. El ligando se une con la cabeza de la 
integrina en la hendidura donde las subunidades a y B se unen 
(fig. 7-14). Si las estructuras flexionada y vertical representan los 
estados inactivo y activo de una integrina, respectivamente, en- 
tonces es importante considerar qué tipo de estímulo es capaz de 
inducir una transformación tan notable en la conformación 
de la proteína. 

Los estudios sugieren que la capacidad para unirse a ligando 
que tienen los dominios extracelulares de una integrina depende 
de la disposición espacial de las colas citoplásmicas a y B presen- 
tes en el lado interno de la membrana. Los dominios citoplás- 
micos de las integrinas se unen a una gran variedad de proteínas; 
una de éstas, llamada talina, causa la separación de las subunida- 
des a y B (fig. 7-14). Las mutaciones en la talina que bloquean 
su interacción con subunidades de integrina B también impiden 
la activación de las integrinas y la adhesión a la ECM. Se piensa 
que la separación de los extremos citoplásmicos de las integrinas 


cos divalentes (Ca?*, Mg?* y/o Mn?*) se muestran como esferas naranjas. 
(Nota: la relación entre la conformación de la integrina y la actividad de 
unión con el ligando ha sido el centro de controversia. Las conformaciones 
intermedias entre las mostradas aquí también tienen capacidad para unirse 
con el ligando, como se explica en J. Cell Sci., 122:165, 2009. (MicroGra- 
FÍAS ELECTRÓNICAS DE JUNICHI TAKAGI ET AL., CELL 110:601, 2002; con 
AUTORIZACIÓN DE CELL Press. ESQUEMAS DE LISTÓN TOMADAS DE M. 
AMIN ARNAOUT ET AL., Curr. OPIN. CELL Bior. 14:643, 2002.) 


por talina induce un cambio en la conformación de las piernas 
de la integrina, lo que hace que la molécula asuma la posición 
vertical en que la cabeza de la proteína es capaz de interactuar 
de manera específica con su ligando apropiado. Un incremento 
en la afinidad de integrinas individuales a menudo va seguido de 
agregación de las integrinas activadas, lo que incrementa en gran 
medida la fuerza total de la interacción de la superficie celular y 
sus ligandos extracelulares. 

Las integrinas participan en dos tipos principales de activi- 
dades: adhesión de las células con el sustrato (o con otras células) 
y la transmisión de señales del ambiente exterior al interior de la 
célula, fenómeno que se conoce como señalización de “afuera a 
adentro”. La unión del dominio extracelular de una integrina con 
el ligando, como la fibronectina o la colágena, induce un cambio 
en la conformación en el extremo citoplásmico de la integrina. A 
su vez, los cambios en el extremo citoplásmico pueden alterar el 
modo en que la integrina interactúa con proteínas citoplásmicas 
cercanas, modificando su actividad. Así, cuando las integrinas se 
unen a un ligando extracelular, pueden inducir la activación de 
proteincinasas citoplásmicas, como FAK y Sre (fig. 7-17c). En- 
tonces estas cinasas pueden fosforilar otras proteínas, iniciando 
una reacción en cadena. En algunos casos, la reacción en cadena 
llega hasta el núcleo, donde puede activarse un grupo específico 
de genes. 

Las señales de afuera a adentro transmitidas por las inte- 
grinas (y por otras moléculas de la superficie celular) influyen en 
muchos aspectos del comportamiento celular, como la diferen- 
ciación, motilidad, crecimiento e incluso la supervivencia de la 
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célula. La influencia de las integrinas en la supervivencia celular 
se ilustra mejor si se comparan las células benignas con las ma- 
lignas. Casi todas las células malignas pueden crecer mientras 
están suspendidas en un medio de cultivo líquido. Sin embargo, 
las células normales sólo pueden crecer y dividirse si se cultivan 
en un sustrato sólido; mueren cuando se colocan en cultivos en 
suspensión. Se cree que las células normales mueren cuando se 
cultivan en suspensión porque sus integrinas no pueden interac- 
tuar con los sustratos extracelulares y, como resultado, no pue- 
den transmitir señales que salven la vida de la célula. Cuando las 
células se vuelven malignas, su supervivencia ya no depende de 
la unión de la integrina. La participación de las integrinas en la 
transmisión de señales es un campo de investigación muy activo 
y se revisa con mayor detalle en la página 253. 

En el cuadro 7-1 se enumeran varias integrinas conocidas y 
los ligandos extracelulares claves con los que se unen. El vínculo 
entre las integrinas y estos ligandos media la adhesión entre las 
células y su ambiente. Como las células individuales pueden ex- 
presar diversas integrinas diferentes en su superficie, estas células 
son capaces de unirse con distintos componentes extracelulares 
(fig. 7-5). A pesar de la superposición aparente que se observa en 
el cuadro 7-1, se cree que la mayor parte de las integrinas tiene 
funciones únicas, ya que los ratones con deleción génica (sección 
18.18) que carecen de distintas subunidades de integrinas pre- 
sentan fenotipos diferentes. Por ejemplo, los ratones en los que 
se eliminó la subunidad a, poseen defectos renales, aquéllos sin 


Colágena 


Talina 


FIGURA 7-14 Un modelo de la activación de la integrina. Represen- 
tación esquemática de una molécula heterodimérica de integrina en la 
conformación doblada inactiva (izquierda) y la conformación vertical 
activa (derecha). El cambio de la conformación se inicia por la unión de 
una proteína, en este caso la talina, con el pequeño dominio citoplásmico 
de la subunidad beta. La unión de la talina induce una separación de las 
dos subunidades y la conversión a la conformación activa. Las integrinas 
activadas típicamente se agregan como resultado de interacciones en sus 
dominios citoplásmicos con el citosqueleto subyacente, como se indica 
en la figura 7-17c. La estructura del dominio de cada subunidad que se 
ve en los dibujos de listón de la figura 7-13 se muestra aquí con segmen- 
tos de forma redondeada. El ligando extracelular, en este caso una fibra 
de colágena, se une entre las dos subunidades en la región de la cabeza 
del dímero de integrina activado. 


a, padecen defectos cardiacos y los que carecen de a, presentan 
defectos vasculares. 

Muchas de las proteínas extracelulares que se unen con las 
integrinas lo hacen porque contienen la secuencia de aminoáci- 
dos arginina-glicina-ácido aspártico (o en la nomenclatura abre- 
viada de los aminoácidos, RGD). Este tripéptido está presente 
en los sitios de unión celular de los proteoglucanos, fibronectina, 
laminina y varias proteínas extracelulares más. El dominio de 
unión celular de la fibronectina, con su asa extendida que contie- 
ne RGD, se muestra en la figura 7-10a. 

El descubrimiento de la importancia de la secuencia RGD 
abrió la puerta a nuevos caminos para el tratamiento de trastor- 
nos que afectan las interacciones entre receptor y ligando. Cuan- 
do se lesiona la pared de un vaso sanguíneo, la región dañada se 
sella mediante la agregación controlada de plaquetas sanguíneas, 
células anucleadas que circulan en la sangre. Cuando ello ocurre 
en un momento o un lugar inapropiados, la agregación de las 
plaquetas puede formar un coágulo sanguíneo potencialmente 
peligroso (trombo) capaz de bloquear el flujo de sangre hacia ór- 
ganos importantes y es una de las causas principales de ataque 
cardiaco y accidente cerebrovascular. La agregación de las pla- 
quetas requiere la interacción de una integrina específica de estas 
células (0,8) con las proteínas sanguíneas solubles que contie- 
ne RGD, como el fibrinógeno y el factor de von Willebrand, que 
actúan como conectores que mantienen unidas a las plaquetas 
(fig. 7-15, parte superior). Los experimentos con animales indi- 
can que los péptidos que contienen RGD pueden inhibir la for- 
mación del coágulo sanguíneo porque impiden que la integrina 
plaquetaria se una con las proteínas sanguíneas (fig. 7-15, parte 
inferior). Estos hallazgos condujeron al diseño de una nueva 
clase de fármacos antitrombóticos (tirofiban y eptifibátido) con 
estructura similar a RGD, pero que se unen en forma selecti- 
va a la integrina plaquetaria. Un anticuerpo específico (ReoPro) 
dirigido contra el sitio de unión RGD de las integrinas a,B, 
también puede prevenir la formación de coágulos sanguíneos en 
ciertos pacientes que se someten a operaciones vasculares de alto 


CUADRO 7-1 Clasificación de receptores de integrina con base 
en el reconocimiento de las secuencias RGD 


Reconocimiento de RGD Reconocimiento de no RGD 


Receptor Ligandos Receptor Ligandos 
de integrina clave de integrina clave 
aB Fibronectina aB Colágena 
aß Fibronectina aB: Colágena 
a B, Fibronectina Laminina 
aB, Colágena 
041, B3 Fibronectina Laminina 
Factor de von AB, Fibronectina 
Willebrand VCAM 
Vitronectina 
Fibrinógeno aB, Laminina 
a B, Fibronectina aB; ICAM-1 
Factor de von ICAM-2 
Willebrand 
Vitronectina amb- Fibrinógeno 
Vitronectina ICAM-1 
a B; Fibronectina 
aB, 


Fuente: S. E. D'Souza, M. H. Ginsberg y E. F. Plow. Trends Biochem Sci. 16:249, 1991. 
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FIGURA 7-15 Se forman coágulos sanguíneos cuando las plaquetas se 
adhieren entre sí mediante puentes de fibrinógeno que se unen con 
las integrinas plaquetarias. La presencia de péptidos RGD sintéticos 
puede inhibir la formación de un coágulo sanguíneo por competencia 
con las moléculas de fibrinógeno por los sitios de unión RGD en las 
integrinas QB, (también denominadas GPIIb/IIIa). Los análogos no 
peptídicos de RGD y los anticuerpos contra integrina pueden actuar de 
la misma manera para impedir la formación de coágulos en personas 
de alto riesgo. 


riesgo. En la actualidad, se realizan pruebas clínicas con varios 
compuestos dirigidos a las integrinas que participan en otras en- 
fermedades. 

Los dominios citoplásmicos de las integrinas contienen 
sitios de unión para diversas proteínas citoplásmicas, incluidas 
varias que funcionan como adaptadores que unen la integrina 
con filamentos de actina del citoesqueleto (fig. 7-17). La partici- 
pación de las integrinas en el establecimiento de la conexión de 
la ECM y el citoesqueleto se ve mejor en dos estructuras espe- 
cializadas: adhesiones focales y hemidesmosomas. 


Adhesiones focales y hemidesmosomas: 
fijación de las células a su sustrato 


Es mucho más fácil estudiar la interacción de las células en una 
caja de cultivo que con la matriz extracelular dentro de un ani- 
mal. Por consiguiente, gran parte del conocimiento actual sobre 
las interacciones entre la célula y la matriz se obtuvo del estudio 
de células adheridas a varios sustratos in vitro. Las etapas en la 
unión de una célula con la superficie de un recipiente de cultivo 
se muestran en la figura 7-16. Al principio, la célula tiene una 


(a) 2.5 um 


(b) 2.5 um 


(a) 25 um 


FIGURA 7-16 Pasos en el proceso de diseminación celular. Micrografías 
electrónicas de barrido que muestran la morfología de los fibroblastos 
de ratón en momentos sucesivos durante la unión y diseminación sobre 
cubreobjetos de vidrio. Las células se fijaron después de 30 minutos (a), 
60 minutos (4), dos horas (c) y 24 horas (d) tras la unión. (Tomana DE J. 
J. Rosen y L. A. Curr. Exp. CELL Res. 107:141, 1977.) 
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forma redondeada, esto casi siempre sucede con células anima- 
les suspendidas en un medio acuoso. Una vez que la célula hace 
contacto con el sustrato, emite proyecciones que forman uniones 
cada vez más estables. Con el tiempo, la célula se aplana y se 
extiende sobre el sustrato. 

Cuando los fibroblastos o células epiteliales se extienden 
sobre el fondo de una caja de cultivo, la superficie inferior de 
la célula no se presiona de manera uniforme contra el sustrato. 
En lugar de ello, la célula se fija a la superficie de la caja sólo en 
sitios dispersos y aislados; esto se conoce como adhesiones foca- 
les (fig. 7-17a). Las adhesiones focales son estructuras dinámicas 
que pueden romperse con facilidad si se estimula la célula adhe- 
rida para moverse o entrar en mitosis. La membrana plasmática 
de la región de una adhesión focal contiene grandes cúmulos de 
integrinas, con frecuencia a B, la integrina cuya estructura se 
muestra en la figura 7-13. Los dominios citoplásmicos de las 


(a) 


FIGURA 7-17 Las adhesiones focales son sitios en los que las células 
se adhieren a su sustrato y emiten señales al interior de la célula. (2) 
Esta célula cultivada se tiñó con anticuerpos fluorescentes para revelar 
las localizaciones de los filamentos de actina (verde-gris) y las integrinas 
(rojo). Las integrinas se localizan en pequeñas placas que corresponden 
a los sitios de las adhesiones focales. (4) Se muestra la superficie citoplás- 
mica de una adhesión focal de una célula cultivada de anfibio después de 
procesar la superficie interna de la membrana para su análisis por con- 
gelamiento rápido y grabado profundo. Se identifican los haces de mi- 
crofibras que se relacionan con la superficie interna de la membrana en 
la región de una adhesión focal. (c) Esquema de una adhesión focal que 
muestra las interacciones de las moléculas de integrina con otras proteí- 
nas en ambos lados de la bicapa de lípidos. Se cree que la unión de ligan- 
dos extracelulares, como la colágena y la fibronectina, induce cambios en 
la conformación de los dominios citoplásmicos de la integrina que hacen 
que las integrinas se unan con los filamentos de actina del citoesqueleto. 
A su vez, los enlaces con el citoesqueleto inducen la aglomeración de 
integrinas en la superficie celular. Los enlaces con el citoesqueleto están 
mediados por varias proteínas de unión con la actina, como la talina y 
la actinina alfa, que se unen con la subunidad beta de la integrina. Los 
dominios citoplásmicos de las integrinas también se relacionan con las 
cinasas de proteínas, como la cinasa de adhesión focal (FAK). La unión 
de la integrina con un ligando extracelular puede activar estas cinasas 
de proteínas e iniciar una reacción en cadena que transmite señales por 
toda la célula. La relación de las moléculas de miosina con los filamentos 
de actina puede generar fuerzas de tracción que se transmiten a sitios de 
unión entre la célula y el sustrato. (A: TOMADA DE MARGO LAKONISHOK 


integrinas se conectan mediante varios adaptadores a los fila- 
mentos de actina del citoesqueleto (fig. 7-170,c). Es probable 
que las adhesiones focales actúen como un tipo de estructura 
sensible, que reúne información sobre las propiedades físicas y 
químicas del ambiente extracelular y transmiten esa información 
al interior de la célula, lo cual puede inducir cambios en la adhe- 
sión, proliferación y supervivencia de las células. Las adhesiones 
focales también se han implicado en la locomoción celular, du- 
rante la cual las integrinas desarrollan interacciones transitorias 
con materiales extracelulares. 

Las adhesiones focales son capaces de crear o responder 
a fuerzas mecánicas, lo cual podría esperarse de una estructura 
que contiene actina y miosina, dos de las principales proteínas 
contráctiles de la célula. La figura 7-18 muestra un fibroblasto 
cultivado unido a una superficie de gel que puede deformarse 
por fuerzas locales. La superficie original contenía un patrón 
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y Chris Dor, Sci. Am. PÁG. 68, Mayo DE 1997; B: TOMADA DE STE- 
VEN J. SamuELssoN, PauL J. Lurner, Davin W. PumePLIN Y RosErT J. 
Broca, J. CELL Bror. 122:487, 1993. Con AUTORIZACIÓN DE LOS DERE- 
CHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 
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FIGURA 7-18 Demostración experimental de las fuerzas ejercidas por 
las adhesiones focales. En esta técnica, los fibroblastos se colocan sobre 
una superficie deformable que contiene un patrón de rejilla uniforme 
visible. Las fuerzas de tracción generadas por las adhesiones focales 
pueden vigilarse al observar las deformaciones (puntas de flecha) en el 
patrón de rejilla del sustrato al cual se adhieren las células. La generación 
de fuerza puede relacionarse con la localización de adhesiones focales 
con marca fluorescente (fig. 9-73). (ReimPrESA DE N. Q. BALABAN ET 
AL., NATURE CELL BIoL. 3:468, 2001; CORTESÍA DE BENJAMIN GEIGER. 
© 2001, MacmILLAN MAGazINEs LrbD.) 


de rejilla uniforme que se distorsionó por las fuerzas de trac- 
ción (sujeción-tracción) generadas por las adhesiones focales 
en la superficie inferior de la célula. Al actuar en la dirección 
contraria, las fuerzas mecánicas aplicadas a las superficies de las 
células pueden convertirse en señales citoplásmicas mediante 
las adhesiones focales. Por ejemplo, en un estudio se permitió 
que determinadas células se unieran a cuentas que habían sido 
cubiertas con una capa de fibronectina. Cuando las cuentas cu- 
biertas por membrana fueron tomadas con pinzas ópticas (pág. 
139), el estímulo mecánico se transmitió al interior de la célula, 
donde generó una onda de activación de cinasa de Src. La figura 
7-17c ilustra cómo la tracción de una molécula de fibronectina 
o colágena podría activar cinasas de proteína, como FAK o Src. 
A su vez, la activación de estas cinasas de proteínas puede trans- 
mitir señales a toda la célula, incluido el núcleo, donde pueden 
favorecer cambios en la expresión génica. Dentro del cuerpo, la 
activación de las cinasas de proteína Src puede producir cambios 
drásticos en el comportamiento celular. La importancia de las 
propiedades físicas del ambiente de una célula como influencia 
en el comportamiento celular se ilustra en un estudio en el que 
las células primordiales mesenquimatosas (MSC, mesenchymal 
stem cells) obtenidas de médula ósea de adulto se cultivan en sus- 
tratos con diferentes grados de elasticidad (o rigidez). Cuando 
estas MSC se cultivan en un sustrato blando y flexible, como 
el que podría encontrar una célula dentro del cerebro en desa- 
rrollo, las MSC se diferenciaron en células nerviosas. Cuando 
se cultivaron en un sustrato más rígido, estas mismas células se 
diferenciaron de células musculares. Por último, cuando se culti- 
varon en un medio todavía más rígido, como el que alojaría a las 
células que van a convertirse en tejido esquelético como cartílago 
o hueso, las MSC se diferenciaron en osteoblastos, los cuales dan 
origen a células óseas. 
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FIGURA 7-19 Los hemidesmosomas son sitios diferenciados en las super- 
ficies basales de las células epiteliales en los que las células se unen con 
la membrana basal subyacente. (4) Micrografía electrónica de varios he- 
midesmosomas que muestra la placa densa en la superficie interna de la 
membrana plasmática y los filamentos intermedios que se proyectan hacia 
el citoplasma. (4) Esquema que representa los principales componentes de 
un hemidesmosoma que conecta la epidermis con la dermis subyacente. 
Las moléculas de integrina a.,B, de las células epidérmicas se unen con los 
filamentos intermedios citoplásmicos mediante una proteína llamada plec- 
tina, que está presente en la placa con tinción oscura, y a la membrana basal 
mediante filamentos de fijación de un tipo particular de laminina. Los he- 
midesmosomas poseen una segunda proteína transmembranosa (BP180). 
Las fibras de colágena son parte de la dermis subyacente. (A: TOMADA DE 
Douctas E. Ketty, J. CELL BroL. 28:51, 1966. Con AUTORIZACIÓN DE 
LOS DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 


Las adhesiones focales se encuentran con mayor frecuencia 
en las células que crecen in vitro, aunque existen tipos similares 
de contactos adhesivos en ciertos tejidos, como el músculo y el 
tendón. Dentro del cuerpo, la unión más fuerte entre una célula y 
su matriz extracelular se halla en la superficie basal de las células 
epiteliales, en los puntos donde las células se fijan a la membrana 
basal subyacente mediante una estructura adhesiva especializada 


llamada hemidesmosoma (figs. 7-1 y 7-19). Los hemidesmo- 
somas contienen una placa densa en la superficie interna de la 
membrana plasmática con filamentos que salen hacia el citoplas- 
ma. A diferencia de los filamentos de las adhesiones focales que 
se forman con actina, los filamentos de los hemidesmosomas son 
más gruesos y están formados por la proteína queratina. Los fila- 
mentos que contienen queratina se clasifican como filamentos in- 
termedios, que ejercen sobre todo una función de sostén (como se 
explica con detalle en la sección 9.4). Los filamentos de queratina 
del hemidesmosoma se unen con la matriz extracelular mediante 
integrinas que cruzan toda la membrana, incluida la a B, (fig. 
7-195). Al igual que sus contrapartes en las adhesiones focales, 
estas integrinas también transmiten señales desde la ECM que 
influyen en la forma y actividades de las células epiteliales unidas. 

La importancia de los hemidesmosomas se demuestra en 
una enfermedad rara, el penfigoide ampolloso, en la que los indi- 
viduos producen anticuerpos que se unen con las proteínas (los 
antígenos del penfigoide ampolloso) presentes en estas estructuras 
adhesivas. Las anormalidades causadas por la producción de an- 
ticuerpos dirigidos contra los propios tejidos (autoanticuerpos) 
se llaman trastornos autoinmunitarios y son el origen de una 
gran variedad de alteraciones. En este caso, la presencia de au- 
toanticuerpos hace que la capa inferior de la epidermis pierda su 
adhesión con la membrana basal (y por tanto de la capa de tejido 
conjuntivo de la dermis). La fuga de líquido hacia el espacio por 
debajo de la epidermis da origen a la formación grave de vesí- 
culas en la piel. Una enfermedad hereditaria vesicante similar, la 
epidermólisis ampollosa, puede ocurrir en pacientes con anoma- 
lías genéticas en cualquiera de las proteínas de los hemidesmo- 
somas, incluidas las subunidades a, o B, de integrina, la colágena 
VII o la laminina 5. 


1. ¿Cómo es que las integrinas pueden unir la superficie 
celular con materiales que constituyen la ECM?, 

¿en qué difieren las estructuras activas e inactivas de 
las integrinas entre sí, tanto en estructura como en 
función?, ¿cuál es la importancia de la presencia de un 
fragmento RGD en un ligando para integrina? 

2. ¿Cómo participa una proteína de la superficie celular 
en la adhesión celular y la transducción de señales 
transmembranosas? 

3. ¿Cuál es la diferencia entre la señalización de adentro a 
afuera y de afuera a adentro», ¿cuál es la importancia de 
cada una para las actividades celulares? 

4. Mencione dos características que distingan a los 
hemidesmosomas de las adhesiones focales. 


7.3. INTERACCIONES DE LAS CÉLULAS ENTRE SÍ 


El examen de un corte delgado a través de un órgano mayor 
de algún animal revela una configuración compleja que incluye 
diferentes tipos de células. Es poco lo que se sabe de los meca- 
nismos que permiten generar las disposiciones celulares tridi- 
mensionales complejas que se encuentran en los órganos en de- 
sarrollo. Se presume que este proceso depende en buena medida 
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de las interacciones selectivas entre células del mismo tipo, así 
como entre células de tipos diferentes. Es evidente que las células 
pueden reconocer las superficies de otras células, interactúan con 
unas e ignoran a otras. 

Es muy difícil estudiar las interacciones celulares que ocu- 
rren dentro de los diminutos órganos de un embrión en desarro- 
llo. Para los intentos iniciales de comprender el reconocimiento 
y la adhesión entre células se extrajo un órgano en desarrollo de 
un embrión de pollo o un anfibio, con objeto de disociar los teji- 
dos del órgano y obtener una suspensión de células individuales; 
luego se identificó la capacidad de las células para reagruparse 
en cultivo. En experimentos donde se disociaron células de dos 
órganos diferentes en desarrollo y se mezclaron, al principio las 
células se agregaban para formar un cúmulo mixto. Sin embargo, 
con el tiempo las células se desplazaban dentro del agregado y al 
final se “seleccionaban” de manera que cada célula se adhería sólo 
con células de su mismo tipo (fig. 7-20). Una vez separadas en un 
cúmulo homogéneo, estas células embrionarias se diferenciaban 
a menudo en muchas de las estructuras que habrían formado en 
el embrión intacto. 

Se sabía poco acerca de la naturaleza de las moléculas que 
median la adhesión intercelular hasta que se desarrollaron las 
técnicas para purificar las proteínas integrales de membrana y, en 
fecha más reciente, para el aislamiento y clonación de genes que 
codifican estas proteínas. Ahora ya se han reconocido docenas de 
proteínas diferentes que participan en la adhesión celular. Se cree 
que las disposiciones distintas de estas moléculas en las superfi- 
cies de tipos diferentes de células son la causa de las interacciones 
específicas entre las células dentro de tejidos complejos. Cuatro 
familias distintas de proteínas integrales de membrana tienen 
una función crucial en la mediación de la adhesión intercelular: 
1) selectinas, 2) ciertos miembros de la superfamilia de inmu- 
noglobulinas (IgSF), 3) algunos miembros de la familia de las 
integrinas y 4) las caderinas. 


Selectinas 


Durante el decenio de 1960 se descubrió que los linfocitos re- 
tirados de los ganglios linfáticos periféricos, marcados con una 
sustancia radiactiva e inyectados de nueva cuenta al cuerpo re- 
gresaban a los sitios de donde provenían, un fenómeno que se 
denominó “regreso de los linfocitos a casa”. Más tarde se encon- 
tró que esta vuelta al origen podía estudiarse in vitro si se permi- 
tía que los linfocitos se adhirieran a cortes congelados de órga- 
nos linfoides. En estas condiciones experimentales, los linfocitos 
podrían adherir de manera selectiva al recubrimiento endotelial 
de las vénulas (las venas más pequeñas) de los ganglios linfáticos 
periféricos. La unión de los linfocitos con las vénulas podía blo- 
quearse con anticuerpos que se unen con una glucoproteína es- 
pecífica en la superficie de los linfocitos. Esta glucoproteína 
linfocitaria se llamó LEU-CAM1 y, más tarde, L-selectina. 

Las selectinas forman una familia de glucoproteínas inte- 
grales de la membrana que reconocen y se unen con una dispo- 
sición particular de azúcares en los oligosacáridos que sobresalen 
de la superficie de otras células (pág. 126). El nombre de esta 
clase de receptores superficiales proviene de la palabra “Iectina”, 
un término general para un compuesto que se une con grupos 
carbohidratos específicos. Las selectinas tienen un pequeño do- 
minio citoplásmico, un solo dominio que cruza la membrana y 
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FIGURA 7-20 Demostración expe- Ectodermo 


rimental del reconocimiento entre + 
mesodermo 


células. Cuando las células de dife- 
rentes partes del embrión se disocian 
y luego se mezclan, las células se 
agregan al principio y luego se clasi- 
fican al relacionarse con otras células 
del mismo tipo. Aquí se muestran 
los resultados de dos de estos expe- 
rimentos clásicos. (a) En este expe- 
rimento, dos regiones de un embrión 
temprano de anfibio (ectodermo y 
mesodermo) se disociaron en cé- 
lulas individuales y se combinaron. 
De manera inicial, las células forman 
un agregado mixto, pero al final se 
clasifican. Las células ectodérmicas 
(mostradas en rojo) se mueven hacia 
la superficie externa del agregado, 
que es donde debería localizarse en 
el embrión, y las células mesodér- 
micas (mostradas en color púrpu- 
ra) se desplazan hacia el interior, la 
posición que deberían ocupar en el 
embrión. Después, ambos tipos de 
células se diferencian en los tipos 
de estructuras a las que darían ori- 
gen en circunstancias normales. (5) 
Micrografía óptica que muestra los 
resultados de un experimento en el 
que las células precursoras de cartí- 
lago de la extremidad de un pollo se 
mezclan con células del ventrículo 
cardiaco del pollo. Los dos tipos de 
células se separaron por sí mismas 
del agregado mixto y las células car- 
diacas forman una capa fuera de las 
células que darían origen a cartílago. 
Se propone que las células precarti- 
laginosas se reúnen en el centro del 
agregado porque se adhieren entre sí 
más fuertemente que las células car- 
diacas. (Este y otros modelos se explican en Vaz. Cel! Biol. 10:375, 2008.) 
(A: TOMADA DE P. L. Townes Y JomHanNes HOoLTFRETER, J. ExP. ZooL. 
128:53, 1955; B: TOMADA DE MALCOLM S. STEINBERG, J. Exp. ZooL., 173: 
411,1970.) 


un segmento extracelular grande que consiste en varios módulos 
separados, incluido el dominio más externo que actúa como la 
lectina (fig. 7-21). Existen tres selectinas conocidas: selectina E, 
presente en las células endoteliales, selectina P que se encuentra 
en las plaquetas y las células endoteliales; y selectina L, que se 
halla en los leucocitos. Las tres selectinas reconocen un grupo 
particular de azúcares (fig. 7-21c) que se encuentra en los extre- 
mos de las cadenas de carbohidratos de ciertas glucoproteínas 
complejas. Para que las selectinas se unan con sus carbohidratos 
ligandos es necesaria la presencia de calcio. Como grupo, las se- 
lectinas median las interacciones transitorias entre los leucoci- 
tos circulantes y las paredes vasculares en sitios de inflamación 
y coagulación. La captura de un leucocito es una tarea difícil, ya 
que estas células fluyen en la sangre a una velocidad considerable. 
Las selectinas son adecuadas para realizar esta función porque 
los enlaces que forman con sus ligandos se fortalecen cuando la 
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FIGURA 7-21 Selectinas. Esquema que muestra los tres tipos de selecti- 
nas conocidas (4). Todas ellas reconocen y se unen a un ligando carbohi- 
drato similar en los extremos de las cadenas de oligosacáridos en las glu- 
coproteínas, como el que se muestra en (0). (c) Estructura detallada del 
ligando carbohidrato. La fucosa terminal y la fracción de ácido siálico 
son muy importantes para el reconocimiento de la selectina; la fracción 
N-acetilglucosamina a menudo está unida con sulfato. 


interacción se somete a tensión mecánica, como ocurre cuando el 
leucocito es jalado de un sitio determinado en la pared vascular. 
La función de las selectinas en la inflamación se describe mejor 
en la sección Perspectiva humana, en la página 247. 
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La inflamación es una de las reacciones primarias a la infección. Si una 
parte del cuerpo se contamina con bacterias, como podría ocurrir des- 
pués de una herida punzante en la piel, el sitio de la lesión se convierte en 
un sitio de atracción para diversos leucocitos. Se estimula a los leucocitos, 
que en condiciones normales permanecen en la sangre, para que crucen 
la capa endotelial que recubre las venas más pequeñas (vénulas) en la 
región y entren al tejido. Una vez en el tejido, los leucocitos se mueven 
hacia los microorganismos invasores como respuesta a las señales quími- 
cas y fagociten a los microbios. Aunque la inflamación es una reacción 
protectora, también tiene efectos colaterales adversos, como la fiebre, au- 
mento de volumen local por la acumulación de líquido, eritema y dolor. 

También es posible que la inflamación se active en forma inade- 
cuada. Por ejemplo, puede haber daño en los tejidos del corazón o el 
cerebro cuando el flujo sanguíneo a estos órganos se bloquea durante un 
infarto al miocardio o un accidente vascular cerebral. Cuando se restaura 
el flujo sanguíneo al órgano, los leucocitos circulantes pueden atacar el 
tejido dañado, lo que produce un trastorno conocido como daño por re- 
perfusión. Una reacción inflamatoria exagerada también puede ocasionar 
asma, síndrome de choque tóxico y síndrome de insuficiencia respira- 
toria. Se realiza una investigación intensa sobre preguntas relacionadas 
con estos trastornos: ¿cómo confluyen los leucocitos en los sitios de 
inflamación?, ¿por qué son capaces de detener su flujo en la corriente 
sanguínea y adherirse a las paredes vasculares?, ¿cómo penetran las pa- 
redes de los vasos?, ¿cómo pueden bloquearse algunos efectos colatera- 
les negativos de la inflamación sin interferir con los aspectos benéficos 
de la reacción? Las respuestas a las preguntas sobre la inflamación se 
enfocaron en tres tipos de moléculas para adhesión celular: selectinas, 
integrinas y proteínas de la superfamilia de inmunoglobulinas. 

La figura 1 muestra una propuesta de la cadena de fenómenos 
que ocurre durante la inflamación. El primer paso comienza cuando las 
paredes de las vénulas se activan como respuesta a “señales” químicas 
del tejido dañado cercano. Las células endoteliales que recubren estas 
vénulas se vuelven más adhesivas para los neutrófilos circulantes, un tipo 
de leucocito fagocítico que lleva a cabo un ataque rápido e inespecífico 
a los patógenos invasores. Este cambio en la adhesión lo media una 
presentación transitoria de selectinas P y E en las superficies de las cé- 
lulas endoteliales activadas en el área dañada (paso 2, fig. 1). Cuando 
los neutrófilos encuentran las selectinas, forman adhesiones transitorias 
que reducen de manera drástica su movimiento por el vaso. En esta eta- 
pa puede verse que los neutrófilos “ruedan” con lentitud sobre la pared 
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vascular. Varias compañías biotecnológicas intentan desarrollar fárma- 
cos antiinflamatorios que interfieran con la unión de los ligandos con 
las selectinas E y P. Los anticuerpos contra selectina bloquean el roda- 
miento de los neutrófilos sobre las superficies cubiertas con selectinas in 
vitro y suprimen la inflamación y el daño por reperfusión en animales. 
Se obtuvo un efecto bloqueador similar con carbohidratos sintéticos (p. 
ej., efomicinas) que se unen con las selectinas E y P, con lo que compiten 
con los carbohidratos ligandos en las superficies de los neutrófilos. 

Cuando los neutrófilos interactúan con el endotelio inflamado de 
las vénulas, se producen interacciones entre otras moléculas en la su- 
perficie de los dos tipos de célula. Una de las moléculas expresada en 
la superficie de las células endoteliales es un fosfolípido llamado factor 
de activación plaquetaria (PAF). El PAF se une con un receptor en la 
superficie del neutrófilo y emite una señal que induce al neutrófilo a 
intensificar la actividad de unión de ciertas integrinas (p. ej., a, B, y 
a,B,) ya situadas en la superficie del neutrófilo (paso 3, fig. 1). Este es 
un ejemplo del tipo de señal del interior al exterior que se ilustra en la 
figura 7-14. Luego, las integrinas activadoras se unen con gran afinidad 
a las moléculas IgSF (p. ej., ICAM-1 y VCAM-1) en la superficie de 
las células endoteliales, lo que hace que los neutrófilos detengan su ro- 
damiento y se adhieran con firmeza a la pared de los vasos (paso 4). Los 
neutrófilos unidos cambian de forma y pasan entre las células endote- 
liales adyacentes para entrar al tejido dañado (paso 5). Los neutrófilos 
invasores parecen capaces de separar las uniones adherentes (pág. 251) 
que constituyen la principal barrera entre las células de la pared vascular. 
Esta cascada de fenómenos, que incluye varios tipos diferentes de molé- 
culas de adhesión celular, asegura que la unión de las células sanguíneas 
a las paredes de los vasos sanguíneos y la penetración posterior ocurra 
sólo en sitios en los que se necesita la invasión leucocítica. 

La importancia de las integrinas en la reacción inflamatoria se 
demuestra en una rara enfermedad llamada deficiencia de adhesión leu- 
cocítica (DAL). Las personas con este padecimiento son incapaces de 
producir las subunidades B, como parte de varias integrinas leucocí- 
ticas. Como resultado, los leucocitos de estas personas carecen de la 
capacidad para adherirse a la capa endotelial de las vénulas, un paso 
necesario para su salida de la corriente sanguínea. Estos individuos su- 
fren infecciones bacterianas repetidas que ponen en riesgo su vida. La 
mejor forma de tratar esta anormalidad es el trasplante de médula ósea, 
el cual suministra al paciente las células primordiales capaces de formar 
leucocitos normales. La administración de anticuerpos contra la sub- 
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FIGURA 1 Pasos del movimiento de neutrófilos durante la inflamación a partir de la corriente sanguínea. Los pasos se describen en el texto. 
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unidad B, puede simular los efectos de la DAL y bloquea el movimien- 
to de neutrófilos y otros leucocitos fuera de los vasos sanguíneos. Estos 
anticuerpos podrían ser útiles para prevenir las reacciones inflamatorias 
relacionadas con afecciones, como el asma y la artritis reumatoide, o la 
reperfusión. 

El cáncer es una enfermedad en la que las células escapan de los 
mecanismos normales de control del crecimiento del cuerpo y prolife- 
ran sin regulación. Si las células malignas permanecieran en una sola 
masa, como ocurre a menudo en algunos tipos de cáncer cutáneo o 
cáncer tiroideo, casi todos los tumores malignos serían fáciles de curar 
mediante la extirpación quirúrgica del tejido enfermo. Sin embargo, la 
mayor parte de las tumoraciones malignas generan células capaces de 
salir del tumor primario y entrar a la corriente sanguínea o conductos 
linfáticos, lo que inicia el crecimiento de tumores secundarios en otras 
partes del cuerpo (fig. 2). La diseminación de un tumor dentro del 
cuerpo se conoce como metástasis y es la razón por la que el cáncer es 
una anomalía devastadora. Se cree que las células metastásicas (células 
cancerosas que pueden iniciar el desarrollo de tumores secundarios) 
tienen propiedades especiales en la superficie celular que no compar- 
ten la mayor parte de las otras células del tumor. Por ejemplo, pueden 
mencionarse las siguientes: 


1. Las células metastásicas deben ser menos adherentes que las demás 
para liberarse de la masa tumoral. 


2. Deben ser capaces de penetrar muchas barreras, como las matrices 
extracelulares del tejido conjuntivo circundante o las membranas ba- 
sales subyacentes al epitelio y que recubren los vasos sanguíneos que 
las transportarán a sitios distantes (fig. 2). 


3. Deben ser capaces de invadir tejidos normales para formar colonias 
secundarias. 


Los mecanismos que usan las células cancerosas para penetrar las 
matrices extracelulares no se comprenden del todo, ya que ha sido impo- 
sible estudiar tales fenómenos en los tejidos de un animal vivo. Se cree 
que el movimiento a través de las membranas basales se logra sobre todo 
por enzimas que digieren la ECM, en particular las metaloproteinasas 
de la matriz (MMP) explicadas en la página 238. Se presume que estas 
enzimas degradan las proteínas y proteoglucanos que se interponen a 
la migración de las células cancerosas. Además, la división de ciertas 
proteínas de la ECM por acción de las MMP produce fragmentos pro- 
teínicos activos que actúan sobre las células cancerosas para estimular 
su crecimiento y carácter invasor. A causa de esta participación aparen- 
te en el desarrollo de los tumores malignos, las MMP se convirtieron 
en un blanco prominente de la industria farmacéutica. Una vez que se 
demostró que los inhibidores sintéticos de las MMP pueden reducir 
las metástasis en ratones, se realizaron varias pruebas clínicas con estos 
fármacos en pacientes con diversos cánceres avanzados e inoperables. 
Hasta ahora, estos inhibidores parecen poco prometedores para detener 
la progresión avanzada de los tumores y, en algunos casos, ocasionaron 
daño articular. Hasta el momento, el único inhibidor de MMP aproba- 
do por la FDA (Periostat) se emplea en el tratamiento de la enfermedad 
periodontal. 

Los cambios de las cifras y tipos de varias moléculas de adhe- 
sión celular, y por tanto de la capacidad de las células para adherirse 
a otras células o a las matrices extracelulares, también se refirieron en 
la promoción de las metástasis. Los principales estudios en esta área 
se han concentrado en la caderina E, que es la molécula de adhesión 
celular predominante de las uniones adherentes que mantienen las cé- 
lulas epiteliales en una lámina cohesiva. En la página 250 se describe 
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FIGURA 2 Pasos que conducen a la diseminación metastásica de un 
cáncer epitelial (carcinoma). Una fracción de las células del tumor pri- 
mario pierden su adhesividad a otras células tumorales y adquieren la 
capacidad para penetrar la barrera de la membrana basal (BM) subya- 
cente al tejido epitelial. Estas células, que habrán asumido una aparien- 
cia mesenquimatosa, migran por el tejido estromal circundante, cruzan 
la BM de un vaso sanguíneo o linfático y llegan a la circulación general. 
Las células son transportadas a otros tejidos, donde migran de nuevo a 
través de la BM del vaso e ingresan al tejido, en el que tienen la capaci- 
dad para formar tumores secundarios. Sólo un porcentaje muy pequeño 
de las células tumorales liberadas de una neoplasia primara vencen estos 
múltiples obstáculos, pero las que lo hacen implican una amenaza para 
la vida del hospedador. (Tomana DE R. G. Rowe y S. J. We1ss, TRENDS 
CeLL Bior., 18:562,2008; CopYrIGHT 2008, CON AUTORIZACIÓN DE 
ELSEVIER SCIENCE.) 


cómo la pérdida de caderina E de las células epiteliales durante ciertos 
fenómenos del desarrollo embrionario se relaciona con la conversión de 
las células a un fenotipo mesenquimatoso menos adhesivo, más móvil. 
Ocurre una transición epitelial-mesenquimatosa muy parecida durante 
el crecimiento y desarrollo de un tumor conforme las células malignas 
se separan de la masa tumoral primaria e invaden el tejido normal ad- 
yacente (fig. 2). Este es un paso importante en el proceso de metástasis. 
Las investigaciones con diversos tumores de células epiteliales (p. ej. de 
mama, próstata y colon) confirman que estas células malignas tienen 
concentraciones muy reducidas de caderina E; a menor nivel de expre- 
sión de caderina E, mayor potencial metastásico de la célula. A la inver- 
sa, cuando se obliga a las células malignas a expresar copias adicionales 
del gen para caderina E, las células pierden capacidad para producir 
tumores cuando se les inyecta en animales. Se cree que la presencia de 
caderina E favorece la adhesión de las células entre sí y suprime la dis- 
persión de células neoplásicas a sitios distantes. También es posible que 
la caderina E inhiba las vías de señalización celular que conducen 
a la invasión tisular y metástasis. La relevancia de la caderina E resulta 
evidente a partir de un estudio de una familia de nativos de Nueva Ze- 
landa en la que 25 de sus miembros tuvo cáncer gástrico en un periodo 
de 30 años. El análisis del DNA de los integrantes de la familia reveló 
que las personas susceptibles tenían mutaciones en el gen que codifica 
la caderina E. 


Superfamilia de las inmunoglobulinas 


El descubrimiento de la estructura de las moléculas de anticuer- 
pos en la sangre en el decenio de 1960 fue uno de los hitos para 
la comprensión de la respuesta inmunitaria. Los anticuerpos son 
un tipo de proteína llamado inmunoglobulina (Ig), que están 
formados por cadenas de polipéptidos compuestas de varios do- 
minios similares. Cada uno de estos dominios Ig está formado 
por 70 a 110 aminoácidos organizados en una estructura plegada 
muy ajustada, como se muestra en el recuadro de la figura 7-22. 
El genoma humano codifica 765 dominios Ig distintos, lo que 
lo vuelve el dominio más abundante en las proteínas humanas. 
Consideradas en conjunto, estas proteínas son miembros de la 
superfamilia de las inmunoglobulinas o IgSF. La mayor parte 
de los miembros de esta familia participa en varios aspectos de la 
función inmunitaria, pero algunas median la adhesión intercelu- 
lar independiente de calcio. De hecho, el descubrimiento de los 
dominios similares a Ig en los receptores de adhesión celular en 
los invertebrados (animales que carecen de un sistema inmuni- 
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FIGURA 7-22 L1 es una molécula de adhesión celular de la superfami- 
lia de inmunoglobulina (Ig). Modelo propuesto de adhesión intercelu- 
lar resultado de las interacciones específicas de los dominios de inmu- 
noglobulina (Ig) de dos moléculas L1 que sobresalen de las superficies 
de células vecinas. Cada molécula L1 contiene un pequeño dominio 
citoplásmico, un segmento transmembranoso, varios segmentos que se 
parecen a un tipo de módulo encontrado en la fibronectina y seis domi- 
nios Ig situados en la porción N-terminal de la molécula. El recuadro 
muestra la estructura de los dos dominios Ig del extremo N de VCAM, 
una molécula de la IgSF en la superficie de las células endoteliales. Los 
dominios Ig de VCAM y L1 tienen una estructura tridimensional si- 
milar consistente en dos hojas beta unidas frente a frente. (RECUADRO 
REIMPRESO CON AUTORIZACIÓN DE E. YVONNE JONES, ET AL. NATURE 
373:540, 1995. © 1995, MacmILLAN MAGAzINEs LD.) 
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tario típico) sugiere que las proteínas similares a las inmunoglo- 
bulinas evolucionaron al principio como mediadores de adhesión 
celular y sólo después adquirieron sus funciones como efectores 
del sistema inmunitario de los vertebrados. 

La mayor parte de las moléculas de adhesión celular de la 
IgSF median interacciones específicas de los linfocitos con las cé- 
lulas necesarias para establecer una respuesta inmunitaria (macró- 
fagos, otros linfocitos y células efectoras). Sin embargo, algunos 
integrantes de esta superfamilia, como la molécula de adhesión 
celular vascular (VCAM), la molécula de adhesión celular neural 
(NCAM) y L1, median la adhesión entre células no inmunitarias. 
Por ejemplo, NCAM y L1 tienen funciones importantes en el 
crecimiento nervioso, formación de sinapsis y otros fenómenos 
durante el desarrollo del sistema nervioso. Al igual que la fibro- 
nectina y muchas otras proteínas participantes en la adhesión 
celular, las moléculas de adhesión de la IgSF tienen una cons- 
trucción modular (fig. 7-22) y están formadas por dominios in- 
dividuales de estructura similar a los dominios de otras proteínas. 

La importancia de L1 en el desarrollo neural se reveló de 
varias maneras. En los seres humanos, las mutaciones en el gen 
L1 pueden tener consecuencias devastadoras. En los casos ex- 
tremos, los niños nacen con hidrocefalia letal. Los niños con 
mutaciones menos graves casi siempre tienen retraso mental y 
dificultad para controlar los movimientos de las extremidades 
(espasticidad). Las necropsias de pacientes que murieron a causa 
de la enfermedad por deficiencia de L1 revelan una situación no- 
table: a menudo carecen de dos haces nerviosos grandes, uno que 
corre entre las dos mitades del cerebro y otro que va del cerebro 
a la médula espinal. La ausencia de estos haces nerviosos sugiere 
que L1 está implicado en el crecimiento dirigido de los axones 
dentro del sistema nervioso embrionario. 

Varios tipos de proteínas sirven como ligandos para las mo- 
léculas de la IgSF que están en la superficie celular. Como se des- 
cribió antes, la mayor parte de las integrinas facilita la adhesión 
de las células con el sustrato, pero unas cuantas integrinas me- 
dian la adhesión entre células mediante la unión con proteínas 
de otras células. Por ejemplo, la integrina a, B, en la superficie de 
los leucocitos se une con VCAM, una proteína de la IgSF en el 
recubrimiento endotelial de ciertos vasos sanguíneos. 


Caderinas 


Las caderinas son una gran familia de glucoproteínas que me- 
dian la adhesión intercelular dependiente de Ca?* y transmiten 
señales de la ECM al citoplasma. Las caderinas unen entre sí a 
las células de tipo similar y lo hacen sobre todo mediante la unión 
con la misma caderina presente en la superficie de la célula conti- 
gua. Esta propiedad de las caderinas se demostró por primera vez 
con la aplicación de ingeniería genética en células que en condi- 
ciones normales no se adherían para que expresaran una de varias 
caderinas diferentes. Luego se hicieron varias combinaciones de 
las células y se vigilaron sus interacciones. Se encontró que las cé- 
lulas que expresan una especie de caderina se adhieren en forma 
preferencial con otras células que expresan la misma caderina. 
Al igual que las selectinas y las moléculas de la IgSF, las ca- 
derinas poseen una construcción modular. Las mejor estudiadas 
son las caderinas E (epitelial), N (neural) y P (placentaria). Estas 
caderinas “típicas”, como se les conoce, contienen un segmento 
extracelular relativamente grande consistente en cinco dominios 
uno tras otro de tamaño y estructura similares, un solo segmento 
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FIGURA 7-23 Caderinas y adhesión celular. Representación esquemática 
de dos células adheridas como resultado de las interacciones entre tipos 
similares de caderinas que sobresalen de la membrana plasmática de cada 
célula. Los iones calcio (mostrados como pequeñas esferas amarillas) se 
sitúan entre los dominios sucesivos de la molécula de caderina donde tie- 
nen una función crucial en el mantenimiento de la rigidez de la porción 
extracelular de la proteína. Esta ilustración muestra varios modelos alter- 
nativos mediante los cuales podrían interactuar las caderinas de células 
adyacentes. Diferentes tipos de estudios han sugerido grados distintos 
de superposición (interdigitación) entre los dominios extracelulares de 
las moléculas de células opuestas (véase una explicación en Annu. Rev. 
Cell Dev. Biol., 23:237, 2007). Con motivos de consistencia, las figuras 
ulteriores muestran las caderinas con superposición de un solo dominio. 


transmembranoso y un pequeño dominio citoplásmico (fig. 7-23). 
El dominio citoplásmico a menudo se relaciona con miembros de 
la familia de catenina de las proteínas citosólicas, que pueden te- 
ner una función doble: fijan a las caderinas al citoesqueleto (fig. 
7-26), y transmiten señales al citoplasma y el núcleo. 

En la figura 7-23 se presentan algunos modelos de la ad- 
hesión de la caderina. Los estudios estructurales indican que las 
caderinas de la misma superficie celular se unen a otras, lado a 
lado para formar dímeros paralelos. Tales estudios también acla- 
raron la función del calcio, que se conoce desde hace décadas 
como elemento esencial para la adhesión intercelular. Como se 
indica en la figura 7-23, los iones calcio forman puentes entre 
dominios sucesivos de una molécula determinada. Estos iones 
calcio mantienen la porción extracelular de cada caderina en una 
conformación rígida necesaria para la adhesión celular. La adhe- 
sión entre las células se debe a la interacción entre los dominios 
extracelulares de las caderinas de células adyacentes para formar 
una “cremallera de adhesión celular”. Se suscitó una controversia 
considerable acerca del grado en el que las caderinas de células 
adyacentes se superponen una con otra, lo cual es la razón de 
que la figura 7-23 muestre varias configuraciones alternativas. Es 
posible que los distintos tipos de células participen en diferentes 
tipos de interacciones, de manera que varias (o todas) de las con- 
figuraciones mostradas en la figura 7-23 pueden ocurrir en un 
organismo. Tal y como las interdigitaciones de la caderina pue- 
den compararse con una cremallera, los cúmulos de caderina 
pueden compararse con el cierre de contacto (velcro); mientras 
mayor sea el número de caderinas en un cúmulo, mayor es la 
fuerza de adhesión entre las células adyacentes. 


Se piensa que la adhesión mediada por caderinas es la razón 
de la capacidad de las células similares para “elegirse” en agre- 
gados mixtos, como se ilustra en la figura 7-20. De hecho, las 
caderinas pueden ser el factor individual más importante en el 
moldeado de las células para formar tejidos cohesivos en el em- 
brión y para mantenerlos unidos en el adulto. Como se describe 
en la sección Perspectiva humana, es probable que la pérdida de 
la función de las caderinas sea de gran importancia en la disemi- 
nación de los tumores malignos. 

El desarrollo embrionario se caracteriza por el cambio: 
cambio de la expresión génica, cambio de la forma celular, cam- 
bio de la motilidad celular, cambio de la adhesión celular, etc. Se 
piensa que las caderinas median muchos de los cambios diná- 
micos en los contactos adhesivos necesarios para construir los 
tejidos y órganos de un embrión, lo que se conoce como morfo- 
génesis. Por ejemplo, varios fenómenos morfogénicos durante el 
desarrollo embrionario implica a un grupo de células que cambia 
de un epitelio (capa de células adherentes y polarizadas) a un 
mesénquima (células solitarias, no adhesivas, no polarizadas, mi- 
gratorias), o viceversa. La transición epitelial-mesenquimatosa 
(EMT, epithelial-mesenchymal transition) se ilustra con la for- 
mación del mesodermo durante la gastrulación en un embrión 
de pollo o de un mamífero. Por lo general, estas células se des- 
prenden de una capa epitelial adhesiva (llamada epiblasto) en la 
superficie dorsal del embrión temprano y vagan en las regiones 
interiores como células mesenquimatosas (fig. 7-24a,b). Estas 
células mesenquimatosas al final darán origen a tejidos mesodér- 
micos, como sangre, músculo y hueso. Las células del epiblasto 
expresan caderinas E en su superficie, lo cual se supone fomenta 
su estrecha relación entre ellas. Antes de separarse del epiblasto, 
las futuras células mesodérmicas dejan de expresar caderina E, lo 
cual se cree que favorece su liberación del epitelio y su transfor- 
mación en células mesenquimatosas (fig. 7-24a). En una etapa 
ulterior del desarrollo, otro fenómeno importante, la formación 
del sistema nervioso primitivo, también se caracteriza por cam- 
bios en la expresión de caderina. Después de la gastrulación, la 
superficie dorsal del embrión queda cubierta por una capa epite- 
lial de una sola célula de espesor que se convertirá en los tejidos 
ectodérmicos del animal (incluidos la piel y el sistema nervioso). 
En esta etapa, las células de la región central de esta capa sus- 
penden su expresión de caderina E y empiezan la de caderina N 
(fig. 7-24c). En etapas subsiguientes, las células epiteliales que 
expresan caderina N se separan de sus vecinas a ambos lados y 
ruedan al tubo neural, el cual se convertirá en el cerebro y médula 
espinal del animal. Se cree que las caderinas (y otras moléculas de 
adhesión celular) tienen una función clave en estos fenómenos 
porque cambian las propiedades adhesivas de las células. 

En tanto las caderinas tienen una distribución típica difusa 
en todas las superficies de dos células adherentes, también par- 
ticipan en la formación de uniones intercelulares especializadas, 
que son el tema de la sección siguiente. 


Uniones adherentes y desmosomas: 
fijación de unas células con otras 


Las células de ciertos tejidos, en especial los epitelios y el múscu- 
lo cardiaco, son muy difíciles de separar entre sí porque se man- 
tienen juntas mediante uniones adhesivas especializadas depen- 
dientes de calcio. Hay dos tipos principales de uniones adhesivas 
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FIGURA 7-24 Caderinas y morfogénesis. (a) Durante la gastrulación, 
las células de la capa superior del embrión (el epiblasto) se mueven hacia 
una hendidura en el centro del embrión, se sumergen en la hendidura 


y migran a los lados como células mesenquimatosas en el espacio deba- 
jo del epiblasto. Esta transición epitelial-mesenquimatosa está marcada 
por la pérdida de la expresión de caderina E, característica de las células 
epiteliales. Las células que expresan caderina E se muestran en naranja. 
(2) Micrografía electrónica de barrido de un embrión de pollo durante la 


intercelulares: uniones adherentes y desmosomas. Además de 
las uniones adherentes, las células epiteliales contienen con fre- 
cuencia otros tipos de uniones celulares que también se localizan 
sobre sus superficies laterales, cerca de la luz apical (fig. 7-25). 
Cuando estas uniones se ordenan de cierta manera, este tipo de 
especialización superficial se denomina complejo de unión. Las es- 
tructuras y funciones de las dos uniones adhesivas del complejo 
se describen en los párrafos siguientes, mientras que la discu- 
sión de los otros tipos de uniones epiteliales (zonas de oclusión y 
uniones comunicantes) se presenta más adelante en este capítulo. 

Las uniones adherentes se hallan en varios sitios del cuer- 
po. Son muy frecuentes en los epitelios, como el epitelio intesti- 
nal, donde se encuentran como un “cinturón” (o zónula adherente) 
que rodea a cada una de las células cerca de su superficie apical 
y unen a la célula con sus vecinas (fig. 7-25a). En una unión 
adherente, las células se mantienen unidas mediante enlaces de- 
pendientes de calcio formados entre los dominios extracelulares 
de moléculas de caderina que ocupan un espacio de 30 nm entre 
las células vecinas (fig. 7-26). Como lo ilustra la figura 7-26, el 
dominio citoplásmico de estas caderinas se une mediante cate- 
ninas alfa y beta con diversas proteínas citoplásmicas, incluidos 
los filamentos de actina del citoesqueleto. Por lo tanto, al igual 
que las integrinas de una adhesión focal, los cúmulos de caderina 
de una unión adherente conectan el ambiente exterior con el ci- 
toesqueleto de actina y proporcionan una vía potencial para que 
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gastrulación que se fracturó para revelar las células que realizan la tran- 
sición epitelial-mesenquimatosa (fecha) mostrada en la parte a. (c) Esta 
secuencia de dibujos presenta el desarrollo del tubo neural, que es una 
capa epitelial que se forma mediante la separación de la capa superior de 
ectodermo dorsal. En el dibujo superior, las células epiteliales expresan 
caderina E. En los dibujos inferiores, las células del tubo neural suspen- 
den la expresión de caderina E (naranja) y en su lugar expresan caderina 
N (azul). (B: POR CORTESÍA DE MICHAEL SOLURSH Y Jean PAUL REvEL.) 


se transmitan las señales del exterior celular al citoplasma. Como 
ejemplo, las uniones adherentes situadas entre células endotelia- 
les que recubren las paredes de los vasos sanguíneos transmiten 
señales que aseguran la supervivencia de las células. Los ratones 
que carecen de una caderina de las células endoteliales son inca- 
paces de transmitir estas señales de supervivencia y estos anima- 
les mueren durante la etapa embrionaria como consecuencia de 
la muerte de las células que recubren los vasos sanguíneos. 

Los desmosomas (o máculas adherentes) son uniones adhesi- 
vas con forma de disco de 1 um de diámetro (fig. 7-27a) que se en- 
cuentran en diversos tejidos. Los desmosomas son muy abundan- 
tes en los tejidos sometidos a tensión mecánica, como el músculo 
cardiaco y las capas epiteliales de la piel y el cuello uterino. Al 
igual que las uniones adherentes, los desmosomas contienen ca- 
derinas que unen dos células a través de una brecha intercelular 
estrecha. Las caderinas de los desmosomas poseen una estructura 
de dominios diferente respecto de las caderinas comunes que se 
encuentran en las uniones adherentes y se conocen como desmo- 
gleínas y desmocolinas (fig. 7-27b). Las placas citoplásmicas den- 
sas de la superficie interna de las membranas plasmáticas sirven 
como sitios de fijación para los filamentos intermedios curvos si- 
milares a los de los hemidesmosomas (fig. 7-19). La red tridimen- 
sional de filamentos intermedios similares a cuerdas suministran 
continuidad estructural y resistencia a la tracción a toda la hoja 
de células. Los filamentos intermedios se unen con los dominios 
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FIGURA 7-26 Modelo esquemático de la arquitectura molecular de una unión adhe- 
rente. El dominio citoplásmico de cada molécula de caderina está conectado con los 
filamentos de actina del citoesqueleto mediante proteínas de unión que incluyen catenina 
B, catenina ar y varias proteínas de unión con actina. Una de estas proteínas para unión 
con actina es la formina, que participa en la polimerización de los filamentos de actina. Es 
probable que el ensamble del filamento de actina en la unión esté regulado por catenina 
a. La catenina B también es un elemento clave en la vía de señalización de Wnt, que 
transmite señales de la superficie celular al núcleo celular. El desensamble de las uniones 
adherentes podría liberar a la catenina B para que participe en esta vía, lo que conduce 
a la activación de la expresión génica. Otro miembro de la familia de la catenina, la ca- 
tenina p120, se une con un sitio del dominio citoplásmico de la caderina. La catenina 
p120 puede regular la fuerza adhesiva de la unión y servir como componente de la vía de 
señalización. No se indican muchas otras proteínas que se encuentran en estas uniones. 
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FIGURA 7-25 Complejo de unión intercelular. (4) Esquema que muestra un com- 
plejo de unión en las superficies laterales de una célula epitelial cilíndrica simple. El 
complejo consiste en una zona de oclusión, una unión adherente y un desmosoma 
(mácula adherente). Otros desmosomas y uniones comunicantes se localizan en un 
plano más profundo sobre las superficies laterales de las células. Las uniones adhe- 
rentes y las zonas de oclusión rodean la célula, mientras que los desmosomas y las 
uniones comunicantes se limitan a un sitio particular entre las células adyacentes. Los 
hemidesmosomas se muestran en la superficie celular basal. (5) Micrografía electróni- 
ca de un complejo de unión entre dos células epiteliales de la vía respiratoria de una 
rata (ZO, zona de oclusión; UA, unión adherente; D, desmosoma). (B: TOMADA DE 
EvELINE E. SCHNEEBERGER Y RoBErT D. Lynch. Am. J. PuysroL. 262:L648, 1992.) 
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citoplásmicos de las caderinas del desmosoma mediante proteínas 
adicionales, como se muestra en la figura 7-270. La importancia 
de las caderinas para el mantenimiento de la integridad estructu- 
ral de un epitelio se ilustra en una enfermedad autoinmunitaria 
(pénfigo vulgar) en la que se producen anticuerpos contra una de 
las desmogleínas. La enfermedad se caracteriza por la pérdida de 
adhesión entre las células de la epidermis con un trastorno grave 
de formación de vesículas en la piel. 
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FIGURA 7-27 La estructura del desmosoma. (a) Micrografía electrónica 
de un desmosoma de epidermis de salamandra. (4) Modelo esquemá- 
tico de la configuración molecular de un desmosoma. (A: TOMADA DE 
Douctas E. Kerry, J. Cert Bror. 28:51, 1966. Con AUTORIZACIÓN 
DE LOS DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 


. Bicapa lipídica 
Desmoplaquina 


Función de los receptores de adhesión celular 
en la señalización transmembranosa 


La figura 7-28 presenta un resumen de algunos de los puntos 
que se han explicado en este capítulo. La representación muestra 
cada uno de los cuatro tipos de moléculas de adhesión descritas y 
sus interacciones con los materiales extracelulares y citoplásmicos. 
Una de las funciones de las proteínas integrales de la membrana 


FIGURA 7-28 Revisión de los tipos de interacciones que suceden en la 
superficie celular. Se muestran cuatro tipos de interacciones adhesivas 
entre células, así como dos tipos de interacciones entre las células y el 
sustrato extracelular. Hay que tener presente que las diversas interac- 
ciones mostradas aquí no ocurren en un solo tipo celular, sino que se 
muestran de esta manera con fines ilustrativos. Por ejemplo, las interac- 
ciones entre las selectinas y las lectinas tienen lugar sobre todo entre los 
leucocitos circulantes y las paredes de los vasos sanguíneos. 
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es transferir información a través de la membrana plasmática, un 
proceso que se conoce como señalización transmembranosa. 
Aunque este tema se analiza con detalle en el capítulo 15, puede 
señalarse que los cuatro tipos de moléculas de adhesión celular 
ilustrados en la figura 7-28 tienen la capacidad de realizar esta 
función. Por ejemplo, las integrinas y las caderinas pueden trans- 
mitir señales del ambiente extracelular al citoplasma mediante los 
enlaces con el citoesqueleto y las moléculas reguladoras del citosol, 
como las cinasas de proteínas y proteínas G. Las proteincinasas 
activan (o inhiben) sus proteínas blanco mediante fosforilación, 
mientras que las proteínas G activan (o inhiben) sus proteínas 
blanco mediante interacción física (fig. 15-190). La unión de una 
integrina con su ligando puede inducir diversas reacciones dentro 
de una célula, incluidos los cambios en el pH citoplásmico o la 
concentración de Ca”, fosforilación de proteínas y expresión de 
genes. Á su vez, estos cambios pueden alterar el potencial celular 
de crecimiento, la actividad migratoria, el estado de diferenciación 


(b) 


FIGURA 7-29 La función de las proteínas extracelulares en el mante- 
nimiento del estado diferenciado de las células. (4) Estas células epi- 
teliales de la glándula mamaria de ratón se cultivaron en ausencia de 
una matriz extracelular. A diferencia de las células mamarias diferen- 
ciadas normales, estas células están aplanadas y no sintetizan proteínas 
de leche. (4) Cuando se agregaron moléculas de matriz extracelular de 
nueva cuenta al cultivo, las células recuperaron su apariencia diferenciada 
y sintetizaron proteínas de la leche. (CORTESÍA DE JOANNE EMERMAN.) 


o la supervivencia. Este tipo de fenómeno se ilustra con las células 
de glándula mamaria que se presentan en la figura 7-29. Cuando 
estas células se retiran de una glándula mamaria y crecen en una 
caja de cultivo sin aditivos, pierden su capacidad para sintetizar 
las proteínas de la leche y se ven como células aplanadas e indife- 
renciadas (fig. 7-29a). Cuando estas mismas células indiferencia- 
das se cultivan en presencia de ciertas moléculas extracelulares (p. 
ej., laminina), recuperan su apariencia diferenciada y se organizan 
en estructuras glandulares productoras de leche (fig. 7-294). Se 
cree que la laminina estimula las células mamarias mediante la 
unión con integrinas de la superficie celular y la activación de las 
cinasas en la superficie interna de la membrana (fig. 7-170). 


1. Distinga entre un hemidesmosoma y un desmosoma, y 
entre un desmosoma y una unión adherente. 

2. ¿Qué tipos de uniones celulares poseen filamentos de 
actina?, ¿cuáles contienen filamentos intermedios?, 
¿cuáles tienen integrinas y cuáles caderinas? 

3. ¿En qué difieren las caderinas, los miembros de la IgSF 
y las selectinas a nivel molecular respecto de la forma en 
que median la adhesión celular? 


7.4 ZONAS DE OCLUSIÓN: SELLADO 
DEL ESPACIO EXTRACELULAR 


Un epitelio simple, como el recubrimiento intestinal o pulmonar, 
está formado por una capa de células que se adhieren con firmeza 
entre sí para formar una hoja celular delgada. Desde hace va- 
rios años, los biólogos saben que cuando ciertos tipos de epitelio, 
como la piel de rana o la pared de la vesical, se montan entre dos 
compartimientos que contienen diferentes concentraciones de 
solutos se observa muy poca difusión de iones o solutos a través 
de la pared del epitelio de un compartimiento al otro. Dada la 
impermeabilidad de las membranas plasmáticas, no es sorpren- 
dente que los solutos no puedan difundirse con libertad a través 
de las células de una capa epitelial. Empero, ¿por qué no son ca- 
paces de pasar entre las células mediante la vía paracelular (como 
en la fig. 7-30a)? La razón se tornó aparente en el decenio de 
1960 con el descubrimiento de uniones especializadas llamadas 
zonas de oclusión entre las células epiteliales contiguas. 

Las zonas de oclusión se localizan en el extremo apical del 
complejo de unión entre las células epiteliales adyacentes (fig. 
7-25). En la figura 7-304 se muestra una micrografía electrónica 
de un corte a través de la zona de oclusión que incluyó las mem- 
branas plasmáticas de las células adyacentes. En el recuadro de la 
figura 7-30a se observa una amplificación con mayor detalle que 
muestra la interacción entre las membranas de una unión estre- 
cha. Es claro que las membranas adyacentes hacen contacto en 
puntos intermitentes, en lugar de estar fusionadas en una superfi- 
cie amplia. Como se indica en la figura 7-302, los puntos de con- 
tacto entre las células son sitios en los que las proteínas integrales 
de dos membranas adyacentes se hallan en el espacio extracelular. 

La técnica de congelamiento y fractura, que permite la 
observación de las caras internas de una membrana (fig. 4-15), 
muestra que las membranas plasmáticas de una zona de oclusión 
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contienen hebras interconectadas (fig. 7-30c) que discurren pa- 
ralelas entre sí y con la superficie apical del epitelio. Las fibras 
(o hendiduras en la cara opuesta de una membrana fracturada) 
corresponden a pares de hileras de proteínas integrales de mem- 
brana alineadas que se ilustran en el recuadro de la figura 7-302. 
Las proteínas integrales de las zonas de oclusión forman fibrillas 
continuas que rodean por completo a la célula, como una junta, 
y establecen contacto con las células próximas por todos lados 
(fig. 7-304). Como resultado, las zonas de oclusión sirven como 
barrera a la difusión libre de agua y solutos del compartimiento 
extracelular por un lado de una hoja epitelial hacia el otro lado. 
Las zonas de oclusión también sirven como “vallas” que ayudan 
a mantener el carácter polarizado de las células epiteliales (fig. 


de proteínas integrales entre el dominio apical de la membrana 
plasmática y sus dominios lateral y basal. Como otros sitios de 
adhesión celular, las zonas de oclusión también participan en vías 
de señalización que regulan numerosos procesos celulares. 

No todas las zonas de oclusión poseen las mismas propie- 
dades de permeabilidad. Parte de la explicación puede verse al 
microscopio electrónico: zonas de oclusión con varias hebras pa- 
ralelas (como la de la fig. 7-30c) tienden a formar mejores sellos 
que las uniones con sólo una o dos hebras. No obstante, el asunto 
implica más que el número de hebras. Algunas zonas de oclusión 
son permeables a iones o solutos específicos a los que otras zonas 
de oclusión son impermeables. Estudios recientes brindan infor- 
mación considerable sobre la base molecular de la permeabilidad 


4-30). Esta función la realizan mediante el bloqueo de la difusión de las zonas de oclusión. 
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FIGURA 7-30 Zonas de oclusión. (a) Micrografía electrónica de un corte a través de la región apical de dos 
células epiteliales adyacentes que muestra el sitio en el que las membranas plasmáticas de las dos células se 
unen en puntos intermitentes dentro de la zona de oclusión. El recuadro muestra la estructura de la zona de 
oclusión a mayor aumento. Las zonas de oclusión bloquean la difusión de solutos por la vía paracelular entre 
Bicapa las células. (4) Modelo de una zona de oclusión que muestra los puntos intermitentes de contacto entre las 
lipídica proteínas integrales de las dos membranas que se unen. Cada uno de estos sitios de contacto se extiende como 


un par de hileras de proteínas dentro de las membranas y forma una barrera que bloquea el paso de solutos 
por el espacio entre las células. (c) Réplica con técnica de congelamiento y fractura que muestra la cara E de 
la membrana plasmática de una de las células en una región de una zona de oclusión. Las hendiduras en la 
cara e permanecen después de traccionar las proteínas integrales de membrana de esta mitad de la membrana. 
(d) Micrografía electrónica de barrido de la superficie apical de un epitelio que revela la naturaleza circular de 
las zonas de oclusión. (A: DE DANIEL S. FRIEND; RECUADRO DE HIROYUKI SASAKI Y SHOICHIRO TSUKITA; C: 
TOMADA DE PHILIPPA CLAUDE Y DANIEL A. GOODENOUGH, J. CELL BroL. 58:390, 1973. Con AUTORIZA- 
(b) CIÓN DE LOS DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS; D: CORTESÍA DE D. Tarın.) 
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Hasta 1998 se pensó que las hebras de las zonas de oclu- 
sión se componían de una sola proteína, la ocludina. Después se 
encontró que las células cultivadas que carecían del gen para la 
ocludina, y que por tanto no producían esta proteína, aún podían 
formar hebras de la zona de oclusión con estructura y función 
normales. Estudios posteriores realizados por Shoichiro Tsukita 
y sus colegas en la Universidad de Kyoto condujeron al descubri- 
miento de una familia de proteínas llamadas claudinas que son el 
componente principal de las hebras en las zonas de oclusión. La 
micrografía electrónica de la figura 7-31 muestra que la ocludina 
y la claudina están juntas dentro de las fibrillas lineales de una 
zona de oclusión. Se han identificado por lo menos 24 claudinas 
diferentes y las diferencias en la distribución de estas proteínas 
podrían explicar las diferencias de la permeabilidad de las zonas 
de oclusión. Por ejemplo, sólo una pequeña región de un túbu- 
lo renal humano, conocida como porción gruesa de la rama as- 
cendente, tiene zonas de oclusión permeables a iones magnesio 
(Mg?*). Se cree que las asas de las moléculas de claudina que se 
extienden al espacio extracelular forman los poros en la rama 
ascendente gruesa que tienen permeabilidad selectiva para iones 
Mg?*. Esta idea se apoya en el hallazgo de un miembro especí- 
fico de la familia de las claudinas, la claudina 16, que se expresa 
sobre todo en la porción gruesa del asa ascendente. La impor- 
tancia de la claudina 16 en la función renal se reveló en estudios 
de pacientes que sufren una rara enfermedad caracterizada por 
niveles demasiado bajos de Mg?* en sangre. Se observó que estos 
individuos padecen mutaciones en ambas copias del gen claudina 
16. El nivel de Mg?* en su sangre es bajo porque las zonas de 
oclusión que contienen la claudina anormal son impermeables al 


FIGURA 7-31 Composición molecular de las hebras de la zona de oclu- 
sión. Micrografía electrónica de una réplica de células por congelamien- 
to y fractura que se había unido con otra mediante zonas de oclusión. 
Las caras de fractura se incubaron con dos tipos de anticuerpos mar- 
cados con oro. Las partículas de oro más pequeñas (puntas de flecha) 
revelan la presencia de moléculas de claudina, mientras que las partículas 
de oro más grandes (flechas) se refieren a ocludina. Estos experimentos 
demostraron que ambas proteínas están presentes en las mismas hebras 
de la zona de oclusión. La barra equivale a 0.15 um. El recuadro muestra 
una posible configuración de las dos proteínas integrales de membrana 
cuando hacen contacto en su espacio intercelular. Tanto las claudinas 
(rojo) como la ocludina (pardo) cruzan la membrana cuatro veces. (M1- 
CROGRAFÍA DE Mik10 Furuse, HiroYuKI SasaK1, KazusH1 FujImoTo 
ET AL. J. CELL BroL. 143:398, 1998. Con AUTORIZACIÓN DE LOS DERE- 
CHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 


magnesio. Como resultado, este ion importante no se resorbe del 
túbulo y se excreta en la orina. 

En 2002 se descubrió otra función relevante de las zonas de 
oclusión. Durante decádas se pensó que la impermeabilidad 
de la piel de los mamíferos al agua era propiedad de la capa ex- 
terna cornificada de la piel (fig. 7-1) que contiene filamentos de 
proteína muy aglomerados y lípidos relacionados. Sin embargo, 
se descubrió que los ratones que carecen del gen para la claudi- 
na-1 morían poco después de nacer a causa de la deshidratación. 
La investigación más profunda reveló que las células en una de 
las capas más externas de la epidermis normal están conectadas 
entre sí mediante zonas de oclusión. Los animales que carecen 
del gen para claudina-1 fueron incapaces de desarrollar zonas de 
oclusión epidérmicas impermeables y, como resultado, sufrieron 
la pérdida descontrolada de agua. 

Las zonas de oclusión también están presentes entre las cé- 
lulas endoteliales que recubren las paredes de los capilares. Estas 
uniones son muy evidentes en el cerebro, donde ayudan a formar 
la barrera hematoencefálica, que impide el paso de sustancias de la 
corriente sanguínea al cerebro. Aunque es probable que los iones 
pequeños e incluso las moléculas de agua no puedan penetrar 
esta barrera, las células del sistema inmunitario pueden cruzar 
el endotelio a través de estas uniones. Se cree que dichas célu- 
las envían una señal que abre la unión y permite que las células 
pasen. Aunque protege al cerebro contra solutos indeseables, la 
barrera hematoencefálica también impide el acceso de fármacos 
al sistema nervioso central. Por consiguiente, uno de los objetivos 
principales de la industria farmacéutica es desarrollar fármacos 
que abran en forma transitoria las zonas de oclusión del cerebro 
para permitir el paso de sustancias terapéuticas. 


1. ¿Qué información brinda el análisis por congelamiento 
y fractura sobre la estructura de una unión que no puede 
obtenerse con el examen de cortes hísticos teñidos? 

2. ¿Cómo contribuye la estructura de una zona de 
oclusión a su función? 


7,5 UNIONES COMUNICANTES —  Ž 
Y PLASMODESMAS: MEDIACIÓN 
DE LA COMUNICACIÓN INTERCELULAR 


Las uniones comunicantes son sitios entre las células animales 
especializados para la comunicación intercelular. Las microgra- 
fías electrónicas revelan que las uniones comunicantes son sitios 
en los que las membranas plasmáticas de células adyacentes se 
aproximan de forma notoria una a la otra (hasta unos 3 nm), 
pero no establecen contacto directo. En lugar de ello, la brecha 
entre las células se cubre con hebras muy finas (fig. 7-32a) que en 
realidad son “tuberías” moleculares que pasan por las membranas 
plasmáticas adyacentes y se abren al citoplasma de las células 
contiguas (fig. 7-32). 

Las uniones comunicantes tienen una composición molecu- 
lar simple; se componen sólo de una proteína integral de mem- 
brana llamada conexina. Las conexinas se organizan en comple- 
jos de unidades múltiples llamados conexones que cruzan por 
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completo la membrana (fig. 7-325). Cada conexón está formado 
por seis subunidades de conexina dispuestas en un anillo alrede- 
dor de una abertura central, o anillo, que mide alrededor de 1.5 
nm de diámetro en su extremo superficial (fig. 7-32c, izquierda). 
Durante la formación de las uniones comunicantes, los co- 
nexones de las membranas plasmáticas de células adyacentes se 
unen de manera estrecha entre sí mediante amplias interacciones 
no covalentes de los dominios extracelulares de las subunidades 
de conexina. Una vez alineados, los conexones con membranas 
plasmáticas apuestas forman conductos intercelulares completos 
que conectan el citoplasma de una célula con el de la célula veci- 
na (fig. 7-32b). Grandes cantidades de conexones se agrupan en 
regiones específicas de la membrana, forman placas de uniones 
comunicantes que pueden visualizarse cuando la membrana se 
divide por la mitad mediante fractura congelada (fig. 7-324). 
Las uniones comunicantes son sitios de comunicación 
entre los citoplasmas de células adyacentes. La existencia de 
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FIGURA 7-32 Uniones comunicantes. (a) Micrografía electrónica de un 
corte a través de una unión comunicante, perpendicular al plano de las 
dos membranas adyacentes. Las “tuberías” entre las dos células se ven 
como cuentas electrodensas en las membranas plasmáticas yuxtapuestas. 
(2) Modelo esquemático de una unión comunicante que muestra la dis- 
posición de seis subunidades de conexina para formar un conexón, el cual 
contiene la mitad del conducto que conecta el citoplasma de las dos célu- 
las adyacentes. Cada subunidad de conexina es una proteína integral con 
cuatro dominios transmembranosos. (c) Imágenes de alta resolución ob- 


comunicación intercelular mediante uniones (GJIC) se revela 
mediante el paso de corrientes iónicas o tintes de bajo peso 
molecular, como la fluoresceína, de una célula a sus vecinas (fig. 
7-33). Las uniones comunicantes de los mamíferos permiten 
la difusión de moléculas con masa molecular menor de unos 
1000 Da. Comparados con los conductos iónicos tan selecti- 
vos que conectan a la célula con el medio externo (pág. 149), 
los conductos de las uniones comunicantes son relativamente 
no selectivos. Así como los conductos iónicos pueden abrirse o 
cerrarse, también se cree que los conductos de las uniones co- 
municantes son controlados. Es probable que el cierre del canal 
esté controlado sobre todo por la fosforilación de subunidades 
de conexina. El cierre también puede iniciarse por cambios en 
el voltaje o concentraciones altas anormales de Ca?”* (fig. 7-32c, 
derecha). 

En el capítulo 4 se explicó cómo las células de músculo es- 
triado se estimulan con sustancias liberadas de las puntas de las 
células nerviosas cercanas. La estimulación de la célula muscular 
cardiaca o lisa ocurre por un proceso diferente en el que intervie- 


tenidas por microscopia óptica de la superficie extracelular de un conexón 
individual en las conformaciones abierta (izquierda) y cerrada (derecha). 
El cierre del conexón fue inducido por exposición a altas concentraciones 
de ion Ca”. (d) Réplica por fractura por congelamiento de una placa de 
unión comunicante que muestra las grandes cantidades de conexones y 
su elevada concentración. (A: TOMADA DE CAMILLO PERACCHIA Y AN- 
GELA F. DuLHunry, J. CELL BroL. 70:419, 1976; CON AUTORIZACIÓN DEL 
TITULAR DEL COPYRIGHT, DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS; C: 
CORTESÍA DE GINA E. SOSINSKY; D: CORTESÍA DE DAVID ALBERTINI.) 
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FIGURA 7-33 Resultados de un experimento que demuestra el paso de 
solutos de bajo peso molecular a través de las uniones comunicantes. 
Micrografía que muestra el paso de fuoresceína de una célula a la que 
se había inyectado (X) hacia las células circundantes. (ToMADA DE R. 
AZARNIA Y W. R. LoewensTEIN, J. Mems. BroL. 6:378, 1971; con AU- 
TORIZACIÓN DE SPRINGER SCIENCE AND BusINEss MEDIA.) 


nen las uniones comunicantes. La contracción del corazón de los 
mamíferos está estimulada por un impulso eléctrico generado en 
una pequeña región de músculo cardiaco especializado llamado 
nodo sinoauricular, que actúa como el marcapaso del corazón. El 
impulso se propaga con rapidez cuando una corriente de iones 
fluye por las uniones comunicantes de una célula miocárdica a 
otras, lo que hace que las células se contraigan en sincronía. De 
igual manera, el flujo de iones por las uniones comunicantes que 
conectan las células de músculo liso en la pared del esófago o el 
intestino permite la generación de ondas peristálticas coordina- 
das que se mueven por todo lo largo de la pared.? 

Las uniones comunicantes ponen en contacto citoplásmico 
estrecho a muchas células de un tejido. Esto tiene consecuencias 
fisiológicas de importancia porque varias sustancias con inten- 
sa actividad reguladora, como el AMP cíclico y los fosfatos de 
inositol (cap. 15), son lo bastante pequeñas para caber por los 
conductos de las uniones comunicantes. Como resultado, las 
uniones comunicantes tienen la capacidad de integrar las activi- 
dades de las células individuales de un tejido para que funcionen 
como unidad. Por ejemplo, si sólo unas cuantas células cerca de 
un vaso sanguíneo particular reciben el estímulo de una hormo- 
na, el estímulo puede transmitirse con rapidez a todas las células 
del tejido. Las uniones comunicantes también permiten que las 
células mantengan una cooperación metabólica al compartir me- 
tabolitos clave, como ATP, fosfatos de azúcares, aminoácidos y 


2Las uniones comunicantes también se forman entre las membranas 
presinápticas y postsinápticas de células nerviosas adyacentes en ciertas partes 
del cerebro, lo que permite la transmisión directa de impulsos nerviosos de una 
neurona a otra sin que sea necesaria la liberación de transmisores químicos. 


muchas coenzimas que son lo bastante pequeñas para pasar por 
estos conductos intercelulares. Esto reviste especial importancia 
en tejidos avasculares (es decir, que carecen de vasos sanguíneos), 
como es el caso del cristalino del ojo. 

Las conexinas (Cx), proteínas con las que se forman las 
uniones comunicantes, pertenecen a una familia multigénica. Se 
han identificado cerca de 20 conexinas con distintas distribucio- 
nes en tejidos específicos. Los conexones formados por diferentes 
conexinas muestran diferencias en conductancia, permeabilidad y 
regulación. En algunos casos, los conexones de las células vecinas 
que se forman de conexinas diferentes pueden ensamblarse y for- 
mar conductos funcionales, y en otros casos no sucede así. Estas 
diferencias en la compatibilidad pueden tener funciones relevan- 
tes en la promoción o prevención de la comunicación entre dis- 
tintos tipos de células en un órgano. Por ejemplo, los conexones 
que unen las células miocárdicas se componen de conexina Cx43, 
mientras que los conexones que unen las células que forman el 
sistema de conducción eléctrica en el corazón se forman de Cx40. 
Como estas dos conexinas forman conexones incompatibles, los 
dos tipos de células mantienen un aislamiento eléctrico entre sí, 
aunque conservan el contacto físico. Hay varios trastornos here- 
ditarios relacionados con mutaciones en los genes que codifican 
conexinas. Las consecuencias de estos trastornos incluyen sor- 
dera, ceguera, anormalidades de la piel y degeneración nerviosa. 

En los últimos años se descubrió un nuevo tipo de sistema 
de comunicación que consiste en túbulos delgados muy alarga- 
dos capaces de conducir proteínas de la superficie celular, vesícu- 
las citoplásmicas y señales de calcio de una célula a otra. Hasta 
ahora, estas estructuras que se conocen como nanotubos perforan- 
tes, se han observado casi de manera exclusiva entre células que 
crecen en cultivo (fig. 7-34), por lo que todavía debe investigarse 
si tienen una actividad fisiológica importante en el cuerpo. 


Plasmodesmas 


A diferencia de los animales, cuyas células establecen contactos 
estrechos entre sí, las células vegetales están separadas unas de 
otras por una barrera notable, la pared celular. Por lo tanto, no 
es sorprendente que las plantas carezcan de las moléculas de ad- 
hesión celular que se han descrito en este capítulo. Aunque las 
plantas no poseen las uniones especializadas que se observan en 
los tejidos animales, la mayor parte de las células vegetales se 
conecta entre sí mediante plasmodesmas. Los plasmodesmas 
son conductos citoplásmicos que pasan a través de las paredes 
celulares de células adyacentes. La figura 7-35a,9 muestra un 
plasmodesma simple (no ramificado). Tales estructuras están 
recubiertas con membrana plasmática y casi siempre contienen 
una estructura central densa, el desmotúbulo, derivado del retícu- 
lo endoplásmico liso de una de las dos células. Al igual que las 
uniones comunicantes entre las células animales, los plasmodes- 
mas sirven como sitios de comunicación intercelular, ya que al- 
gunas sustancias pasan por el anillo que rodea al desmotúbulo. 
Durante muchos años se pensó que los plasmodesmas eran 
impermeables a las moléculas que medían más de 1000 daltons 
(1 kDa). Esta conclusión se basa en estudios en los que se in- 
yectaron diferentes pigmentos en las células. Los estudios más 
recientes sugieren que los plasmodesmas permiten el paso de 
moléculas mucho más grandes (hasta 50 kDa) entre las células, 
ya que el poro del plasmodesma es capaz de dilatarse. El pri- 
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20 um 


FIGURA 7-34 Nanotúbulos de tunelización. Micrografías electrónicas 
de barrido que muestran dos células neuroendocrinas en cultivo conec- 
tadas entre sí por una delgada prolongación tubular capaz de transportar 
materiales entre el citoplasma de las células vecinas. Estas prolongacio- 
nes, que apenas miden unos 100 nm de diámetro, son sostenidas por un 
“esqueleto” interno de actina. El recuadro muestra varias vesículas con 
tinción fluorescente captadas en el acto de desplazarse entre las dos cé- 
lulas. (RErMPRESA CON PERMISO DE ÁMIN RUSTON ET AL., CORTESÍA DE 
Hans-Hermann GERDES, SCIENCE 303:1007, 2004; coPYRIGHT 2004, 
AMERICAN ASSOCIATION FOR THE ADVANCEMENT OF SCIENCE.) 


FIGURA 7-35 Plasmodesmas. (a) Micrografía electrónica de un corte 
a través de un plasmodesma de un gametofito de helecho. Se ve que el 
desmotúbulo consiste en una membrana que se continúa con el retículo 
endoplásmico (RE) del citoplasma a ambos lados de la membrana plas- 
mática. (5) Esquema de un plasmodesma. Las flechas negras indican las 
vías que toman las moléculas a su paso por el anillo de una célula a otra. 
(c) Ejemplo del movimiento de una proteína desde una célula hasta otra 
dentro de una raíz vegetal. El recuadro muestra la localización de las 
moléculas de RNA mensajero marcadas con fluorescencia (verde) que 
codifican una proteína llamada Shr. El mRNA se localiza dentro de las 
células de la estela (Ste), que por tanto es el tejido en que esta proteína se 
sintetiza. La foto mayor muestra la localización de la proteína Shr mar- 
cada con fluorescencia (también verde), que se halla tanto dentro de las 
células de la estela en que se sintetiza como en las células endodérmicas 
adyacentes (End) a las que ha llegado por medio de los plasmodesmos 
conectores. La proteína transportada se localiza dentro de los núcleos de 
las células endodérmicas en que actúa como un factor de transcripción. 
Barras: 50 um y 25 um (recuadro). (A: TOMADA DE Lewis G. TILNEY, 
Topp J. Cooke, Parricia S. ConNELLY Y Mary S. TiLney, J. CELL 
Bior. 112:740, 1991; POR AUTORIZACIÓN DEL TITULAR DEL COPYRIGHT, 
ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS; C: REIMPRESA DE Kri NAKAJIMA 
ET AL., CORTESÍA DE PuiLirP N. Benrey, NaTURE 413:308, 2001; co- 
PYRIGHT 2001 MacmILLAN MAGazINEs LrbD.) 
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mer esbozo de esta propiedad dinámica se obtuvo de estudios 
en la década de 1980 con virus vegetales que se diseminan de 
una célula a otra a través de los plasmodesmas. Se observó que 
los virus codificaban una proteína de movimiento que interactúa 
con la pared de los plasmodesmas y aumentaba el diámetro del 
poro. Los estudios posteriores revelaron que las células vegetales 
producen sus propias proteínas de movimiento que median el 
transporte de proteínas y moléculas de RNA de una célula a otra. 
Algunas de estas macromoléculas llegan al sistema vascular de 
la planta, donde participan en actividades que afectan a toda la 
planta, como la producción de nuevas hojas y flores o la defensa 
contra patógenos. En la figura 7-35c se documenta el movimien- 
to de una proteína (marcada con fluorescencia verde) desde un 
tipo de tejido vegetal (la estela), donde se le sintetizó, hasta un 
tejido adyacente (la endodermis). Se observa que la proteína se 
concentra en los núcleos esféricos de la capa única de células 
endodérmicas, donde estimula la transcripción génica. 


1. Compare la disposición de las proteínas integrales de 
membrana en una zona de oclusión con la de una unión 
comunicante. 

2. ¿En qué son similares los plasmodesmas y las uniones 
comunicantes?, ¿en qué son distintos?, ¿esperaría que 
una proteína de tamaño moderado pasara por un 
plasmodesma? 


(a) 


FIGURA 7-36 La pared celular vegetal. (4) Micrografía electrónica de 
una célula vegetal rodeada por su pared celular. La lámina media es una 
capa que contiene pectina, situada entre las paredes celulares adyacentes. 
(2) Micrografía electrónica que muestra las microfibrillas de celulosa y 
enlaces cruzados de hemicelulosa de una pared celular de cebolla des- 


7.6 PAREDES CELULARES 


Como puede esperarse que una membrana plasmática de lípidos 
y proteínas de unos 10 nm de grosor ofrezca sólo una protección 
mínima al contenido celular, no es sorprendente que las células 
“desnudas” sean estructuras muy frágiles. Las células de casi todos 
los organismos distintos de los animales están encerradas en una 
envoltura protectora. Los protozoarios tienen una cubierta exter- 
na gruesa, mientras que las bacterias, hongos y plantas poseen pa- 
redes celulares distintivas. La descripción siguiente se limita a las 
paredes celulares de las plantas, que fueron las primeras estruc- 
turas celulares en observarse con un microscopio óptico (pág. 2). 

Las paredes celulares vegetales tienen muchas funciones 
vitales. Como se explica en la página 146, las células vegetales 
desarrollan presión de turgencia que empuja contra la pared cir- 
cundante. Como resultado, la pared da a la célula su forma poli- 
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pués de la extracción de los polímeros no fibrosos de pectina. (c) Es- 
quema de una pared celular vegetal generalizada. (A: POR CORTESÍA DE 
W. Gorpon WHALEY; B: TOMADA DE M. C. McCann, B. WeLrs y K. 
RosreRrrTs, J. CELL Scı. 96:329, 1990. CON AUTORIZACIÓN DE THe Com- 
PANY OF BioLocisTs Lro.) 


(a) 0.1 um 


FIGURA 7-37 Síntesis de las macromoléculas de la pared celular ve- 
getal. (a) Réplica por congelamiento y fractura de la membrana de una 
célula de alga. Se cree que las rosetas representan la enzima productora 
de celulosa (sintetasa de celulosa) situada dentro de la membrana plas- 
mática. (5) Un modelo de depósito de fibrillas de celulosa. Se presupone 
que cada roseta forma una sola microfibrilla que se relaciona a los lados 
con las microfibrillas de otras rosetas para formar una fibra más grande. 
Todo el conjunto de rosetas podría moverse en sentido lateral dentro 
de la membrana conforme lo empujan las moléculas de celulosa que se 
alargan. Los estudios sugieren que la dirección del movimiento de las 
rosetas de la membrana depende de los microtúbulos orientados que hay 
en el citoplasma cortical por debajo de la membrana plasmática (descrito 
en el cap. 9). (c) Micrografía electrónica del aparato de Golgi de una 
célula de la tapa radicular periférica teñida con anticuerpos contra un 
polímero de ácido galacturónico, uno de los componentes principales 
de la pectina. Como la hemicelulosa, este material se ensambla en el 
aparato de Golgi. Los anticuerpos se unieron con partículas de oro para 
hacerlos visibles como gránulos oscuros. La barra representa 0.25 um. 
(a: TOMADA DE T. H. GIDDINGS Jr., D. L. Brower y L. A. STAEHELIN, 
J. CeLL Bror. 84:332, 1980; c: TOMADA DE MARGARET LyNcH Y L. A. 
STAEHELIN, J. CELL Br1oL. 118:477, 1992. TODAS CON AUTORIZACIÓN DE 
LOS DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 


édrica característica (fig. 7-364). De hecho, un árbol sin paredes 
celulares podría compararse en todos los sentidos con una perso- 
na sin huesos. Las paredes celulares también protegen a la célula 
contra el daño por abrasión mecánica y por patógenos, además 
de mediar las interacciones entre las células. Al igual que la ma- 
triz extracelular en la superficie de una célula animal, la pared 
celular vegetal es fuente de señales que modifican las actividades 
de las células con las que tiene contacto. 

Muchas veces, las paredes celulares vegetales se comparan 
con materiales fabricados, como el concreto reforzado o la fibra 
de vidrio porque tienen elementos fibrosos incluidos en una ma- 
triz no fibrosa similar a una gelatina. La celulosa, cuya estructura 
se describió en la página 46, representa el componente fibroso 
de la pared celular y las proteínas y la pectina (descrita más ade- 
lante) forman la matriz. Las moléculas de celulosa se organizan 
en microfibrillas parecidas a barras (fig. 7-360,c) que confieren 
rigidez a la pared celular y brindan resistencia a las fuerzas de 
tracción. Cada microfibrilla mide unos 5 nm de diámetro y casi 
siempre se compone de 36 moléculas de celulosa orientadas en 
forma paralela entre sí y unidas mediante enlaces hidrógeno. Las 
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paredes de muchas células vegetales se forman con capas en las 
que las microfibrillas de una capa se orientan a 90” de las fibras 
de capas adyacentes (fig. 7-360). 

Las moléculas de celulosa se polimerizan en la superficie 
celular. Las subunidades de glucosa se agregan al final de una 
molécula de celulosa en crecimiento mediante la acción de 
una enzima de múltiples subunidades llamada sintetasa de celulo- 
sa. Las subunidades de la enzima están organizadas en un anillo 
de seis elementos, o roseta, que está incrustada en la membrana 
plasmática (fig. 7-37a,b). En cambio, los materiales de la matriz 
se sintetizan dentro del citoplasma (fig. 7-37c) y se trasladan a la 
superficie celular en vesículas secretoras. La matriz es altamente 
compleja, y se requieren cientos de enzimas para su síntesis y 
degradación. La matriz de la pared celular se compone de tres 
tipos de macromoléculas (fig. 7-36c): 


1. Las hemicelulosas son polisacáridos ramificados cuya co- 
lumna central consiste en un azúcar, como la glucosa, y cade- 
nas laterales de otros azúcares, como la xilosa. Las moléculas 
de hemicelulosa se unen con las superficies de las microfibri- 
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llas de celulosa y establecen enlaces cruzados con ellas para 
formar una red estructural resistente. 


2. Las pectinas son un grupo heterogéneo de polisacáridos con 
cargas negativas que contienen ácido galacturónico. Como 
los glucosaminoglucanos de las matrices celulares animales, 
las pectinas sostienen el agua y así forman una gelatina muy 
hidratada que llena los espacios entre los elementos fibrosos. 
Cuando una planta sufre el ataque de patógenos, los frag- 
mentos de las pectinas liberadas de la pared desencadenan 
una reacción defensiva en la célula vegetal. La pectina pu- 
rificada se usa en el mercado para suministrar consistencia 
gelatinosa a jaleas y mermeladas. 


3. Las proteínas, cuyas funciones aún no se comprenden bien, 
son las mediadoras de las actividades dinámicas. Una clase, 
las expansinas, facilitan el crecimiento celular. Estas proteínas 
inducen la relajación localizada de la pared celular, lo que hace 
posible que la célula se alargue en ese sitio como respuesta a la 
presión de turgencia generada dentro de la célula. Las cinasas 
de proteínas relacionadas con la pared celular cruzan la mem- 
brana plasmática y se cree que transmiten señales de la pared 
celular al citoplasma. 


Los porcentajes de estos materiales diversos en las paredes 
celulares son muy variables, dependen del tipo de planta, célula y 
etapa de la pared. Al igual que la matriz extracelular de los teji- 
dos conjuntivos animales, las paredes de las células vegetales son 
estructuras dinámicas que pueden modificarse como respuesta a 
las condiciones cambiantes del ambiente. 


Las paredes celulares se originan como una placa celular 
delgada (descrita en la fig. 14-38) que se forma entre las mem- 
branas plasmáticas de las células hijas recién formadas después de 
la división celular. La pared celular madura con la incorporación 
de materiales adicionales que se ensamblan dentro de la célula y 
se secretan hacia el espacio extracelular. Además de proporcionar 
sostén mecánico y protección contra los agentes extraños, la pa- 
red celular de una célula vegetal joven e indiferenciada debe ser 
capaz de crecer al ritmo del enorme crecimiento de la célula a la 
que rodea. Las paredes de las células en crecimiento se llaman 
paredes primarias y tienen la capacidad de extenderse, caracte- 
rística que no poseen las paredes secundarias más gruesas, que 
rodean a muchas células vegetales maduras. La transformación 
de pared celular primaria a secundaria ocurre cuando aumenta 
el contenido de celulosa de la pared y, en la mayor parte de los 
casos, también se incorpora un polímero con fenol llamado /ig- 
nina. Esta última suministra soporte estructural y es el principal 
componente de la madera. La lignina de las paredes de las células 
que conducen agua al xilema confiere el sostén necesario para 
desplazar agua por la planta. 


1. Describa los componentes que integran a las células vege- 
tales y la función de cada uno en la estructura de la pared. 

2. Diferencie entre la celulosa y la semicelulosa; una 
molécula de celulosa y una microfibrilla, una pared 
celular primaria y una pared celular secundaria. 


SINOPSIS 


El espacio extracelular se extiende desde la superficie externa de la 
membrana plasmática y contiene diversos materiales secretados 
que influyen en el comportamiento celular. Los tejidos epitelia- 
les descansan sobre una membrana basal, la cual consiste en una 
red delgada de materiales extracelulares entretejidos. Varios tipos de 
tejido conjuntivo, incluidos los tendones, cartílago y el estroma cor- 
neal, contienen una matriz extracelular expansiva que confiere sus 
propiedades características al tejido (pág. 231). 


Los principales componentes de las matrices extracelulares inclu- 
yen colágenas, proteoglucanos y diversas proteínas, como la fibro- 
nectina y laminina. Cada una de las proteínas de la ECM tiene una 
construcción modular que se forma con dominios que contienen si- 
tios de unión para los demás y para receptores en la superficie celular. 
Como resultado, estos diversos materiales extracelulares interactúan 
para formar una red entrelazada que se une con la superficie celular. 
Las colágenas son proteínas fibrosas muy abundantes que dan a la 
matriz extracelular la capacidad para resistir las fuerzas de tracción. 
Los proteoglucanos consisten en proteínas y glucosaminoglucanos y 
sirven como material de empaque amorfo que llena el espacio extra- 


celular (pág. 232). 


Las integrinas son receptores en la superficie celular que median 
las interacciones entre las células y el sustrato. Las integrinas son 
proteínas heterodiméricas integrales de la membrana cuyos domi- 
nios citoplásmicos interactúan con los componentes del citoesquele- 
to y cuyos dominios extracelulares poseen sitios de unión para varios 
materiales extracelulares. Los cambios internos dentro de una célula 
envían señales “de adentro a afuera” que inician la actividad de las 


integrinas para unión con su ligando. Esta activación se acompaña 
de un cambio drástico de la estructura de la integrina, de una confor- 
mación flexionada a una vertical. Por el contrario, la unión de un li- 
gando extracelular con una integrina puede enviar señales de “afuera 
a adentro” que inician cambios en las actividades celulares (pág. 239). 


Las células se unen con su sustrato mediante especializaciones en 
la superficie celular como las adhesiones focales y los hemidesmo- 
somas. Las adhesiones focales son sitios de unión en los que la mem- 
brana plasmática contiene cúmulos de integrinas unidas con micro- 
filamentos del citoesqueleto que contienen actina. Los hemidesmo- 
somas son sitios de unión en los que la membrana plasmática posee 
cúmulos de integrinas que se conectan con la membrana basal en su 
superficie externa, y en forma indirecta se unen con los filamentos in- 
termedios con queratina de la superficie interna. Ambos tipos de ad- 
hesiones también son sitios de posible señalización celular (pág. 242). 


La adhesión de las células entre sí está mediada por varias fami- 
lias distintas de proteínas integrales de membrana, incluidas se- 
lectinas, integrinas, caderinas y miembros de la superfamilia de 
las inmunoglobulinas (IgSF). Las selectinas se unen con conjuntos 
específicos de grupos carbohidratos que sobresalen de las superficies 
de otras células y median las interacciones transitorias dependien- 
tes de calcio entre los leucocitos circulantes y las paredes de los vasos 
sanguíneos en sitios de inflamación y coagulación. Las moléculas de 
adhesión celular de la IgSF median la adhesión intercelular inde- 
pendiente del calcio. Una proteína de la IgSF en una célula puede 
interactuar con una integrina o con la misma proteína o una distinta 
de la IgSF que se proyecta de otra célula. Las caderinas median la 


adhesión intercelular dependiente de calcio mediante la unión con la 
misma especie de caderina en la célula opuesta, lo que facilita la for- 
mación de tejidos formados por tipos similares de células (pág. 245). 


Las adhesiones fuertes entre las células se facilitan por la forma- 
ción de uniones adherentes especializadas y desmosomas. Las 
uniones adherentes rodean a una célula cerca de su superficie apical, 
lo que permite el contacto entre la célula y todas sus vecinas. Las 
membranas plasmáticas de las uniones adherentes contienen con- 
juntos de caderinas que se unen mediante proteínas intermediarias 
con los filamentos de actina del citoesqueleto. Los desmosomas son 
parches que se forman entre las células y se caracterizan por placas 
citoplásmicas densas en las superficies internas de las membranas. 
Los desmosomas son sitios con concentración de caderinas, las cua- 
les se unen mediante proteínas intermediarias con los filamentos in- 
termedios que forman curvas por las placas citoplásmicas (pág. 250). 


Las zonas de oclusión son sitios especializados de contacto que 
bloquean la difusión de solutos entre las células en un epitelio. 
Un corte transversal a través de una zona de oclusión muestra que 
las superficies externas de las células adyacentes entran en contacto 
directo en puntos intermitentes. El examen de las membranas con 
la técnica de congelamiento y fractura muestra que los sitios contie- 
nen hileras de partículas alineadas que forman cadenas dentro de las 
membranas plasmáticas de células adyacentes (pág. 254). 


Las uniones de comunicantes y los plasmodesmas son sitios espe- 
cializados de comunicación entre células adyacentes en animales 
y plantas, respectivamente. Las membranas plasmáticas de una 
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unión comunicante contienen conductos formados por un conjunto 
hexagonal de subunidades de conexina que constituyen un conexón. 
Estos conductos conectan el citoplasma de una célula con el de la 
célula adyacente. El conducto central de un conexón posibilita la 
difusión directa de sustancias de hasta 1 000 Da entre las células. El 
paso de corrientes iónicas por las uniones comunicantes tiene una 
función central en muchos procesos fisiológicos, incluida la exten- 
sión de la excitación en el tejido muscular cardiaco. Los plasmodes- 
mas son conductos citoplásmicos cilíndricos que se extienden entre 
células vegetales adyacentes directamente a través de la pared celular 
intermedia. En condiciones normales, estos conductos permiten el 
paso libre de moléculas de soluto de unos 1 000 Da, pero pueden 
dilatarse por efecto de proteínas específicas para permitir el paso de 
macromoléculas (pág. 256). 


Las células vegetales están rodeadas por una pared celular com- 
pleja formada por diversos materiales secretados que suministran 
soporte mecánico y protegen a la célula de influencias dañinas. 
Las microfibrillas de celulosa, compuestas por haces de moléculas 
de celulosa secretadas por enzimas que están dentro de la membra- 
na plasmática, proporcionan rigidez y resistencia a la tracción. Las 
moléculas de hemicelulosa forman enlaces cruzados con las fibras 
de celulosa, en tanto las pectinas forman un gel con muchos enla- 
ces cruzados que rellena los espacios entre los elementos fibrosos 
de la pared celular. Al igual que las matrices extracelulares de las 
células animales, las paredes de las células vegetales son estructuras 
dinámicas que pueden modificarse como respuesta a las condiciones 


cambiantes del ambiente (pág. 260). 


PREGUNTAS ANALTICAS > 


1. Muchas veces la adhesión celular puede bloquearse in vitro si 
se tratan las células con agentes específicos. ¿Cuáles de las si- 
guientes sustancias se esperaría que interfirieran con las adhe- 
siones celulares que median las selectinas y las moléculas L1? 
Las sustancias son tripsina, que digiere proteínas; un péptido 
que contiene RGD; neuraminidasa, que elimina el ácido siálico 
de un oligosacárido; colagenasa, que digiere colágena; hialuro- 
nidasa, que digiere el ácido hialurónico; EGTA, que se une con 
los iones Ca?* del medio. 


2. ¿Qué sustancia agregaría a una placa de cultivo para bloquear la 
migración de las células de la cresta neural?, ¿cuál para bloquear 
la adhesión de fibroblastos al sustrato? 


3. Los ratones que carecen de un gen para la fibronectina no so- 
breviven después de la etapa embrionaria temprana. Mencione 
dos procesos que podrían estar afectados en estos embriones. 


4. Asúmase que encuentra que la molécula A, que tiene una masa 
molecular de 1500 Da, pudo penetrar los conductos de una 
unión comunicante, pero la molécula B, cuya masa molecular es 
de sólo 1200 Da, no pudo difundirse entre las mismas células. 
¿Cuál es la diferencia que podrían tener estas moléculas que 
explique tales resultados? 


5. ¿Qué similitudes hay en la construcción de las matrices extra- 
celulares de los animales y las paredes celulares de las plantas? 


6. Se ha observado que dos enfermedades autoinmunitarias dife- 
rentes se manifiestan por la formación de vesículas en la piel; 
en una se producen anticuerpos contra un componente de los 
hemidesmosomas y en la otra se producen anticuerpos contra 
un componente de los desmosomas. ¿Por qué cree que estos dos 
trastornos tengan síntomas similares? 


7. ¿Cuál de las diversas moléculas que median la adhesión celu- 
lar tiene más probabilidad de ser la causa del tipo de selección 
demostrada por las células de la figura 7-20?, ¿por qué?, ¿cómo 
probaría su conclusión? 


8. La hormona foliculoestimulante (FSH) es una hormona hipo- 
fisaria que actúa sobre las células foliculares del ovario para ini- 
ciar la síntesis de AMP cíclico, el cual estimula varios cambios 
metabólicos. En condiciones normales, la FSH no tiene efecto 
sobre las células de músculo cardiaco. Sin embargo, cuando las 
células foliculares ováricas y las células miocárdicas crecen jun- 
tas en un cultivo mixto, se observa que varias células miocárdi- 
cas se contraen después de la adición de FSH al medio. ¿Cómo 
podría explicarse esta observación? 


9. ¿Por qué cree que las células animales son capaces de sobrevi- 
vir sin los tipos de paredes celulares que se encuentran en casi 
cualquier otro grupo de organismos? 


10. ¿Por qué se esperaría que el descenso de la temperatura del 
medio en el cual crecen las células afectara su capacidad para 
formar uniones comunicantes entre sí? 


11. Ciertas uniones celulares se forman como cinturones, mien- 
tras que otras crean placas aisladas. ¿Cómo se relacionan estos 
dos tipos de disposiciones estructurales con las funciones de las 
uniones respectivas? 


12. Proponga algún mecanismo que explique porqué el virus del 
mosaico del tabaco pudo alterar la permeabilidad de un plas- 
modesma. ¿Cómo podría probar su propuesta? 


13. Un tipo de célula de vertebrado que al parecer carece de inte- 
grinas es el eritrocito (glóbulo rojo). ¿Es de sorprender esto?, 
¿por qué? 
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ajo el microscopio óptico, el citoplasma de las células vivas se observa 

como una estructura relativamente vacía. Sin embargo, incluso antes 

del inicio del siglo xx, el examen de cortes teñidos de tejidos animales 
sugirió la existencia de una extensa red de membranas dentro del citoplasma. No 
obstante, fue hasta el desarrollo del microscopio electrónico en el decenio de 1940 
cuando los biólogos empezaron a identificar la diversa disposición de las estructuras 
limitadas por membranas presentes en el citoplasma de la mayoría de las células 
eucariotas. Estos primeros microscopistas electrónicos observaron vesículas limitadas 
por membranas de diámetros variables que contenían material con diferente 
densidad electrónica, canales largos delimitados por membranas que se irradiaban 
por el citoplasma para formar una red interconectada de canales y sacos aplanados 
delimitados por membranas llamadas cisternas. 

A partir de estos primeros estudios con el microscopio electrónico y las 
investigaciones bioquímicas que siguieron se hizo evidente que las células eucariotas 
se subdividían en diferentes compartimientos delimitados por barreras de membrana. 
A medida que se examinaron más tipos de células, resultó aparente que tales 
compartimientos membranosos en el citoplasma formaban organelos que podían 


Micrografía electrónica de barrido con color artificial de un neutrófilo humano, un tipo de leucoci- 
to, que ingiere varias bacterias por el proceso de : fagocitosis. Los neutrófilos son componentes esen- 
ciales de la inmunorreacción innata contra los patógenos. (Tomana DE ScorT D. KOBAYASHI, 
ET AL., PORTADA DE PNAS, voL. 100, Núm. 19, 2003, corTESÍA DE FRANK R. DELzo.) 


identificarse en diversas células, desde levaduras hasta plantas 
y animales. La extensión en la que el citoplasma de una célula 
eucariota está ocupado por estructuras membranosas se ilustra 
en la micrografía electrónica de una célula radicular del maíz en 
la figura 8-1. Como se advierte en las páginas siguientes, cada 
uno de estos organelos contiene un complemento particular 
de proteínas y está especializado en actividades específicas. Por 
lo tanto, tal y como una casa o un restaurante se dividen en 
estancias especializadas en las que pueden realizarse diferentes 
actividades independientes unas de otras, el citoplasma 
de una célula se divide en compartimientos membranosos 
especializados por razones análogas. Al examinar las 
micrografías de este capítulo hay que tener presente que estos 
organelos citoplásmicos pueden parecer estructuras estables, 
como las habitaciones de una casa o restaurante, pero de hecho 
son compartimientos dinámicos con un flujo continuo. 

En este capítulo se examinan la estructura y funciones 
del retículo endoplásmico, el aparato de Golgi, endosomas, 
lisosomas y vacuolas. Considerados en conjunto, estos 
organelos forman un sistema de endomembrana en el que los 
componentes individuales funcionan como parte de una unidad 
coordinada. (Mitocondrias y cloroplastos no son parte de este 
sistema interconectado y fueron los temas de los capítulos 5 y 
6. En la actualidad existen indicios de que los peroxisomas, que 
se expusieron en el capítulo 6, tienen un origen doble. Se cree 
que los elementos básicos de la membrana limitante provienen 
del retículo endoplásmico, pero muchas de las proteínas de 
membrana y las proteínas solubles internas son captadas del 
citosol, como se describe en la sección 8.9.) E 
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FIGURA 8-1 Compartimientos del citoplasma unidos a la membrana. 
El citoplasma de esta célula de la tapa radicular de una planta de maíz 
contiene un conjunto de organelos unidos a la membrana cuya estructu- 
ra y función se examinan en este capítulo. Como resulta evidente en esta 
micrografía, la superficie combinada de las membranas citoplásmicas es 
muchas veces mayor que la membrana plasmática circundante. (CorTE- 
sía DÉ HiLron H. MOLLENHAUER.) 
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8.1 REVISIÓN DEL SISTEMA 
ENDOMEMBRANOSO 


Los organelos del sistema endomembranoso son parte de una 
red dinámica integrada en la que los materiales se envían y re- 
gresan de una parte de la célula a otra. Casi en su totalidad, los 
materiales se trasladan entre los organelos, por ejemplo del apa- 
rato de Golgi a la membrana plasmática, en pequeñas vesículas 
de transporte limitadas por membrana que se desprenden de un 
compartimiento donador de membrana (fig. 8-2a).* Las vesícu- 
las de transporte se mueven por el citoplasma en forma dirigida, 
a menudo tiradas por proteínas motoras que operan sobre rieles 
formados por microtúbulos y microfilamentos del citoesqueleto 
(fig. 9-14). Cuando llegan a su destino, las vesículas se fusionan 
con la membrana del compartimiento receptor, el cual recibe el 
cargamento soluble de la vesícula así como su envoltura mem- 
branosa (fig. 8-2). Los ciclos repetidos de desprendimiento y 
fusión trasladan diversos materiales por los numerosos trayectos 
que cruzan la célula. 

Ya se han identificado distintas vías a través del citoplasma 
y se ilustran en la revisión que se muestra en la figura 8-24. Se 
puede distinguir una vía biosintética en la que se sintetizan pro- 
teínas en el retículo endoplásmico, se modifican a su paso por el 
aparato de Golgi y se transportan del aparato de Golgi a varios 
destinos, como la membrana plasmática, un lisosoma o una gran 
vacuola en una célula vegetal. Esta ruta también se conoce como 
la vía secretora, ya que muchas de las proteínas sintetizadas en 
el retículo endoplásmico (así como los polisacáridos complejos 
producidos en el aparato de Golgi, pág. 284) se descargan (se- 
cretan) de la célula. Las actividades secretoras de las células pue- 
den dividirse en dos tipos: constitutivas y reguladas (fig. 8-20). 
Durante la secreción constitutiva, los materiales se transportan 
en vesículas secretoras de los sitios donde se producen para des- 
cargarse en el espacio extracelular en forma continua. La mayor 
parte de las células lleva a cabo secreción constitutiva, un proceso 
que contribuye no sólo a la formación de la matriz extracelu- 
lar (sección 7.1), sino también a la formación de la membrana 
plasmática misma. Durante la secreción regulada, los materiales 
se almacenan en paquetes delimitados por membrana y se des- 
cargan sólo como respuesta a un estímulo apropiado. La secre- 
ción regulada ocurre, por ejemplo, en las células endocrinas que 
liberan hormonas, en las células de los ácinos pancreáticos 
que liberan enzimas digestivas y en las células nerviosas que libe- 
ran neurotransmisores. En algunas de estas células, los materia- 
les que se secretan se almacenan en grandes gránulos secretores 
densos y delimitados por membrana (fig. 8-3). 

Las proteínas, lípidos y polisacáridos complejos se transpor- 
tan por la célula mediante la vía biosintética o secretora. Esta 
primera parte del capítulo se enfoca en la síntesis y transporte 
de proteínas, como se resume en la figura 8-20. Durante la expli- 
cación se consideran varias clases diferentes de proteínas. Estas 
incluyen proteínas solubles que se expulsan de la célula, proteínas 
integrales de varias membranas mostradas en la figura 8-2% y 


1E] término “vesícula” se refiere a un portador de forma esférica. El cargamento 
también puede trasladarse en portadores irregulares o tubulares limitados por 
membrana. Por razones de sencillez, en general se hará referencia a los 
portadores como “vesículas”, aunque hay que tener en mente que no siempre son 
esféricos. 
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FIGURA 8-2 Revisión de las vías biosintética/secretora y endocítica 
que unen las endomembranas en una red dinámica interconectada. 
(a) Esquema que ilustra el proceso de transporte en vesícula por el cual 
se trasladan los materiales de un compartimiento donador a uno recep- 
tor. Las vesículas se forman mediante gemación de la membrana, y du- 
rante el proceso las proteínas de la membrana donadora se incorporan en 
la membrana de la vesícula y las proteínas solubles del compartimiento 
donador se unen con receptores específicos. Cuando la vesícula de trans- 
porte se fusiona luego con otra membrana, las proteínas de la vesícula se 
vuelven parte de la membrana receptora y las proteínas solubles quedan 
secuestradas en la luz del compartimiento receptor. (4) Los materiales 
siguen la vía biosintética (o secretora) del retículo endoplásmico, a través 
del aparato de Golgi y llegan a varios sitios, como los lisosomas, endo- 
somas, vesículas secretoras, gránulos secretores, vacuolas y la membrana 
plasmática. Los materiales siguen la vía endocítica de la superficie celu- 
lar hacia el interior mediante endosomas y lisosomas, donde casi siempre 
se degradan por acción de las enzimas lisosómicas. 


proteínas solubles que residen dentro de varios compartimien- 
tos limitados por endomembranas (p. ej., enzimas lisosómicas). 
Mientras que los materiales salen de la célula por la vía secretora, 
la vía endocítica opera en sentido contrario. A través de la vía 
endocítica, los materiales se mueven de la superficie externa de 
la célula a los compartimientos, como los endosomas y lisosomas, 
que se localizan dentro del citoplasma (fig. 8-20). 

El movimiento de las vesículas y su contenido en las diver- 
sas vías de una célula es análogo al movimiento de camiones que 
llevan distintos tipos de cargamento por las autopistas de una 
ciudad. Ambos tipos de transporte requieren patrones de trán- 
sito definidos para asegurar que los materiales se entreguen de 
manera precisa en los sitios adecuados. Por ejemplo, el tránsito 
de proteínas dentro de la célula de una glándula salival requiere 
que las proteínas del moco salival, que se sintetizan en el retículo 
endoplásmico, se dirijan de manera específica a los gránulos se- 
cretores, mientras que las enzimas lisosómicas, que también se 
producen en el retículo endoplásmico se dirigen a un lisosoma 
blanco. Asimismo los diferentes organelos contienen proteínas 
integrales de distintas membranas. Por consiguiente, las proteí- 
nas de membrana también deben dirigirse a organelos particu- 
lares, como un lisosoma o cisterna de Golgi. Estos tipos de car- 
gamento (proteínas secretadas, enzimas lisosómicas y proteínas 
de membrana), se dirigen a sus destinos celulares apropiados en 
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virtud de sus “domicilios” específicos o señales clasificadoras que 
están codificadas en la secuencia de aminoácidos de las proteínas 
o en los oligosacáridos unidos. Las señales de clasificación son 
reconocidas por receptores específicos que residen dentro de las 
membranas o las cubiertas superficiales de las vesículas en gema- 
ción, lo que asegura el transporte de la proteína al destino apro- 
piado. En su mayor parte, la maquinaria encargada de conducir 
este complejo sistema de distribución consiste en proteínas solu- 
bles que se reclutan en superficies membranosas específicas. En 
el transcurso de este capítulo se intenta comprender porqué una 
proteína es reclutada por ejemplo por el retículo endoplásmico 
mientras que otra podría ser reclutada por una región específica 
del aparato de Golgi. 

En los últimos 30 años se han hecho grandes avances en 
el mapeo de los patrones de tránsito de las células eucariotas, la 
identificación de domicilios y receptores específicos que regulan 
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el flujo del tránsito y la disección de los mecanismos que asegura 
que los materiales se entreguen en los sitios correctos de la célula. 
Estos temas se tratan con detalle en las páginas siguientes. Las 
proteínas motoras y los elementos del citoesqueleto, que tienen 
funciones clave en los movimientos de las vesículas de transporte 
y otras endomembranas se describen en el capítulo siguiente. El 
estudio de éstas se inicia con la revisión de algunas de las formas 
experimentales más importantes que condujeron a la compren- 
sión actual de este tema. 


1. Compare y contraste la vía biosintética con la vía 
endocítica. 

2. ¿Cómo se dirigen las proteínas particulares a los 
compartimientos subcelulares específicos? 


8.2 ALGUNAS APROXIMACIONES 
AL ESTUDIO DE LAS ENDOMEMBRANA 


Los estudios iniciales con el microscopio electrónico proporcio- 
naron a los biólogos un retrato detallado de la estructura celular, 
pero suministraron poca información sobre las funciones de los 
componentes que observaban. Para identificar las funciones de 
los organelos citoplásmicos fue necesario el desarrollo de téc- 
nicas nuevas y la ejecución de experimentos innovadores. Las 
técnicas experimentales descritas en las secciones siguientes 
resultaron muy útiles para establecer la base de conocimiento 
sobre la cual se finca la investigación actual de los organelos 
citoplásmicos. 


Información obtenida de la autorradiografía 


Entre los cientos de células diferentes del cuerpo, las células 
acinares del páncreas tienen un sistema de endomembrana en 
particular extenso. La función principal de estas células es la 
síntesis y secreción de enzimas digestivas. Después de la secre- 
ción pancreática, estas enzimas se envían al intestino delgado 
mediante conductos, donde degradan el alimento ingerido. ¿En 
qué sitio de las células acinares pancreáticas se sintetizan las 
proteínas secretoras y cómo llegan a la superficie de las células 
de las que se expulsan? Estas preguntas son difíciles de respon- 
der porque todos los pasos del proceso de secreción ocurren al 
mismo tiempo dentro de la célula. Para seguir los pasos de un 
solo ciclo desde el inicio al final, o sea desde la síntesis de una 
proteína secretora hasta su salida de la célula, James Jamieson y 
George Palade de Rockefeller University utilizaron la técnica de 
la autorradiografía. 

Como se describe con detalle en el capítulo 18, la auto- 
radiografía es un medio para visualizar los procesos bioquími- 
cos al permitir que el investigador determine la localización de 
materiales con marca radiactiva dentro de una célula. En esta 
técnica, los cortes hísticos con los isótopos radiactivos se cubren 
con una capa delgada de emulsión fotográfica, la cual se expone 
por la radiación que emana de los radioisótopos del tejido. Los 
sitios de las células que contienen radiactividad se revelan al mi- 


croscopio por los granos de plata de la emulsión que se aplicó 
encima (fig. 8-3). 

Para reconocer los puntos en los que se sintetizan las pro- 
teínas secretoras, Palade y Jamieson incubaron fragmentos de 
tejido pancreático en una solución que contenía aminoácidos 
radiactivos durante un periodo corto. En este lapso, las células 
vivas captaron estos aminoácidos marcados y los incorporaron 
en las enzimas digestivas que se sintetizaban en los ribosomas. 
Los tejidos se fijaron y con la autorradiografía se identificó la 
localización de las proteínas que se habían sintetizado durante 
el breve periodo de incubación con aminoácidos marcados. Con 
esta técnica se descubrió el retículo endoplásmico como el sitio 
donde se sintetizan las proteínas secretoras (fig. 8-34). 

Para determinar la vía intracelular que siguen las proteínas 
secretoras desde el punto donde se sintetizan hasta el sitio donde 
secretan, Palade y Jamieson realizaron un experimento adicional. 
Después de incubar el tejido por un breve periodo con aminoáci- 
dos radiactivos, lavaron el tejido para retirar el exceso de isótopos 
y transfirieron el tejido a un medio que contenía sólo aminoácidos 
no marcados. Un experimento de este tipo se llama pulso-perse- 
cución. El pulso se refiere a la incubación breve con radiactividad 
durante la cual los aminoácidos marcados se incorporan en la 
proteína. La persecución se refiere al periodo en el que el tejido 
se expone al medio no marcado, un periodo durante el cual se 
sintetizan proteínas adicionales con aminoácidos no radiactivos. 
Cuanto mayor sea el tiempo de persecución, más lejos se despla- 
zan las proteínas radiactivas producidas durante el pulso de su 
sitio de síntesis en la célula. Con esta técnica es posible seguir 
los movimientos de las moléculas recién sintetizadas mediante la 
observación de la onda de material radiactivo que se mueve por 
los organelos citoplásmicos desde un punto al siguiente hasta que 
se completa el proceso. La figura 8-34-d resume los resultados de 
estos experimentos, que definieron por primera vez la vía biosin- 
tética (o secretora) y vincularon varios compartimientos membra- 
nosos que parecían inconexos en una unidad funcional integrada. 


Información obtenida a partir 
de la proteína verde fluorescente 


Para los experimentos con autorradiografías descritos en la sec- 
ción anterior fue necesario que los investigadores examinaran 
cortes delgados de células diferentes que se fijaron en diferentes 
momentos después de introducir una marca radiactiva. En los 
últimos años se desarrolló una nueva tecnología que permite a 
los investigadores seguir con sus propios ojos los movimientos de 
proteínas específicas mientras éstos ocurren dentro de una sola 
célula viva. Dicha tecnología emplea un gen aislado de una 
medusa que codifica una pequeña proteína, la proteína verde 
fluorescente (GFP), que emite una luz fluorescente de dicho 
color. Para usar esta técnica, el DNA (ácido desoxirribonucleico) 
que codifica a la GFP se fusiona con el DNA que codifica a 
la proteína que se va a estudiar y el DNA quimérico resultante 
(compuesto) se introduce en las células, las cuales pueden ob- 
servarse al microscopio. Una vez dentro de una célula, el DNA 
quimérico expresa una proteína quimérica que consiste en GFP 
fusionada con el final de la proteína que se va a estudiar. En la 
mayor parte de los casos, la presencia de la GFP unida con el fi- 
nal de una proteína tiene poco o ningún efecto en el movimiento 
o función de esa proteína. 
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La figura 8-4 presenta un par de micrografías que muestran 
células que contienen proteína fusionada con GFP. En este caso, 
las células se infectaron con una cepa del virus de la estomatitis 
vesicular (VSV, vesicular stomatitis virus) en la que uno de los 
genes virales (VSVG) se fusiona con el gen GFP. Los virus son 
útiles en estos tipos de estudios porque convierten a las células 
infectadas en fábricas para producir una o varias proteínas vira- 
les, las cuales son transportadas igual que cualquier otro carga- 
mento de proteína por la vía biosintética. Cuando una célula está 
infectada con el virus VSV, se producen cantidades masivas de la 
proteína VSVG en el retículo endoplásmico (ER). Después, las 
moléculas de VSVG viajan por el aparato de Golgi y se trans- 


FIGURA 8-3 Autorradiografía que revela los sitios de síntesis y trans- 
porte subsiguiente de las proteínas secretoras. (a) Micrografía electró- 
nica de un corte de una célula acinar pancreática que se incubó durante 
tres minutos en aminoácidos radiactivos y luego se fijó y se preparó de 
inmediato para la autorradiografía (véase sección 18.4 para obtener una 
descripción de la técnica). Los granos negros de plata que aparecen en la 
emulsión después del desarrollo se localizan en el retículo endoplásmico. 
(0-d) Diagramas de una secuencia de autorradiografías que muestra el 
movimiento de las proteínas secretoras marcadas (representadas por los 
granos de plata en rojo) a través de la célula acinar pancreática. Cuando 
la célula se marca con técnica de pulso durante tres minutos y luego se 
fija de inmediato (como se muestra en a) la radiactividad se localiza en 
el retículo endoplásmico (4). Después de un pulso de tres minutos y per- 
secución de 17 minutos, la marca radiactiva se concentra en el aparato 
de Golgi y vesículas adyacentes (c). Después de un pulso de tres minutos 
con persecución de 117 minutos, la radiactividad se concentra en los grá- 
nulos secretores y empieza a liberarse a los conductos pancreáticos (d). 
(A: CORTESÍA DE James D.JAMIESON Y GEORGE PALADE.) 
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portan a la membrana plasmática de la célula infectada, donde 
se incorporan en envolturas virales. Como en el experimento 
con pulso radiactivo y persecución, el uso de un virus permite a 
los investigadores seguir una onda relativamente sincrónica de 
movimiento de las proteínas, en este caso representada por una 
oleada de fluorescencia verde que se inicia poco después de la 
infección. La sincronía puede intensificarse, como se hizo en el 
experimento mostrado en la figura 8-4, mediante el uso de un 
virus con una proteína VSVG mutante que no puede salir del 
retículo endoplásmico de las células infectadas que se cultivan a 
una temperatura elevada (p. ej., 40°C). Cuando la temperatura se 
reduce a 32°C, la proteína fluorescente GFP-VSVG que se había 
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FIGURA 8-4 El uso de proteína verde fluorescente (GFP) revela el mo- 


vimiento de las proteínas dentro de una célula viva. (a) Micrografía 
de fluorescencia de una célula viva de mamífero cultivada que se infectó 
con el virus VSV a 40°C. Esta tinción particular del virus VSV contenía un 
gen VSVG que: 1) se fusionó con un gen para la GFP y 2) contenía 
una mutación sensible a la temperatura que impedía que la nueva pro- 
teína VSVG sintetizada saliera del ER cuando se mantenía a 40°C. La 
fluorescencia verde en esta micrografía se limita al ER. (b) Micrografía 
de fluorescencia de una célula viva infectada que se mantuvo a 40°C 


acumulado en el retículo endoplásmico (fig. 8-4a,c) se mueve en 
forma sincrónica al aparato de Golgi (fig. 8-44,c), donde ocu- 
rren varios fenómenos del procesamiento, y luego a la membrana 
plasmática. Los mutantes de este tipo que funcionan de manera 
normal a una temperatura baja (permisiva), pero no a una tem- 
peratura elevada (restrictiva), se describen como mutantes sensi- 
bles a la temperatura. En la página 314 se muestra un experimento 
en el que se utilizan dos sondas fluorescentes distintas. 


Información obtenida del análisis bioquímico 
de las fracciones subcelulares 


La microscopia electrónica, la autorradiografía y el uso de GFP 
proporcionan información sobre la estructura y función de los 
organelos celulares, pero no acerca de la composición molecular 
de estas estructuras. Albert Claude y Christian De Duve fueron 
los pioneros en las técnicas para romper (homogeneizar) las cé- 
lulas y aislar los tipos particulares de organelos en los decenios de 
1950 y 1960. Cuando una célula se rompe por homogeneización, 
las membranas citoplásmicas se fragmentan y los bordes de los 


para permitir que la proteína VSVG se acumulara en el ER y luego se 
incubó a 32°C durante 10 minutos. La proteína VSVG fluorescente 
se movió a la región que contiene el aparato de Golgi. (c) Esquema que 
muestra la retención de la proteína VSVG mutante en el ER a 40°C y su 
movimiento sincrónico al aparato de Golgi en los primeros 10 minutos 
de incubación a una temperatura más baja. (A Y B: TOMADAS DE DANIEL 
S. CHAO ET AL., CORTESÍA DE RICHARD H. ScHELLER. J. CELL BroL. 
144:873, 1999; con AUTORIZACIÓN DE LOS DERECHOS RESERVADOS DE 
LA ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 


fragmentos de la membrana se fusionan para formar vesículas 
esféricas menores de 100 nm de diámetro. Las vesículas obte- 
nidas de diferentes organelos (núcleo, mitocondria, membrana 
plasmática, retículo endoplásmico, etc.) tienen diferentes propie- 
dades, que les permiten separarse entre sí. Esta técnica se conoce 
como fraccionamiento subcelular. 

Las vesículas membranosas derivadas del sistema endo- 
membranoso (sobre todo del retículo endoplásmico y el aparato 
de Golgi) forman colecciones heterogéneas de vesículas de ta- 
maño similar que se conocen como microsomas. La figura 8-54 
muestra una preparación rápida (y esquemática) de la fracción 
microsómica de una célula. La fracción microsómica puede 
segmentarse aún más en fracciones de membrana lisa y rugosa 
(fig. 8-50,c) mediante técnicas de gradiente descritas en la sec- 
ción 18.6. Una vez aislada, puede identificarse la composición 
bioquímica de varias fracciones. Por ejemplo, con esta técnica 
se encontró que las vesículas derivadas de distintas partes del 
aparato de Golgi contenían enzimas que agregaban diferentes 
azúcares al final de una cadena creciente de carbohidrato en una 
glucoproteína o un glucolípido. Se pudo aislar una enzima espe- 
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FIGURA 8-5 Aislamiento de una fracción microsómica por centrifuga- 
ción diferencial. (a) Cuando una célula se rompe por homogeneización 
mecánica (paso 1), los diversos organelos membranosos se fragmentan y 
forman vesículas membranosas esféricas. Las vesículas derivadas de los 
distintos organelos pueden separarse mediante varias técnicas de cen- 
trifugación. En el procedimiento mostrado aquí, el homogeneizado de 
células se somete primero a centrifugación de baja velocidad para formar 
pelotillas con las partículas más grandes, como núcleos y mitocondrias, 
lo que deja las vesículas más pequeñas (microsomas) en el sobrenadante 
(paso 2). Los microsomas pueden retirarse del sobrenadante por centri- 
fugación a mayor velocidad por periodos más prolongados (paso 3). Una 
fracción microsómica general de este tipo puede fraccionarse en distin- 
tos tipos de vesículas en pasos subsiguientes. (b) Micrografía electrónica 
de una fracción microsómica lisa en la que las vesículas membranosas 
carecen de ribosomas. (c) Micrografía electrónica de una fracción micro- 
sómica rugosa que contiene membranas tachonadas con ribosomas. (B Y 
C: CORTESÍA DE J. A. HiccINs Y R. J. BARNETT.) 


cífica de la fracción microsómica y luego usarse como antígeno 
para preparar anticuerpos contra esa enzima. Así, los anticuerpos 
podían unirse con materiales, como partículas de oro que fue 
posible visualizar con el microscopio electrónico y así reconocer 
la ubicación de la enzima en el compartimiento de membrana. 
Estos estudios detallaron la función del aparato de Golgi en el 
ensamble secuencial de los carbohidratos complejos. 

En los últimos años, la identificación de las proteínas pre- 
sentes en las fracciones celulares se llevó a un nuevo nivel con la 
aplicación de la compleja tecnología proteómica. Una vez que se 
aísla el organelo particular, es posible extraer las proteínas, sepa- 
rarlas e identificarlas mediante espectrometría de masas, como 
se describe en la página 69. Se pueden reconocer cientos de pro- 
teínas al mismo tiempo, lo que proporciona un retrato molecular 
completo de cualquier organelo que puede prepararse con rela- 
tiva pureza. En un ejemplo de esta nueva tecnología se encontró 
que un simple fagosoma (pág. 308) que contiene una cuenta de 
látex ingerida contenía más de 160 proteínas diferentes, muchas 
de las cuales nunca se habían identificado o no se sabía que par- 
ticiparan en la fagocitosis. 


Información obtenida a partir 
de sistemas libres de células 


Tras desarrollar las técnicas para fraccionar los organelos mem- 
branosos, los investigadores empezaron a explorar las capacida- 
des de estas burdas preparaciones subcelulares. Encontraron que 
las partes aisladas de una célula eran capaces de realizar activi- 
dades notables. Dichos sistemas libres de células, llamados así 
porque no contienen células completas, suministraron mucha 
información sobre los procesos complejos imposibles de estudiar 
con células intactas. Por ejemplo, durante el decenio de 1960, 
George Palade, Philip Siekevitz et al. de la Rockefeller University 
se dedicaron a aprender más sobre las propiedades de la fracción 
microsómica rugosa (mostrada en la figura 8-5c), que deriva del 
retículo endoplásmico rugoso (pág. 273). Estos investigadores 
hallaron que podían liberar una preparación microsómica rugo- 
sa de sus partículas adheridas y las partículas aisladas (riboso- 
mas) eran capaces de sintetizar proteínas cuando contaban con 
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los ingredientes necesarios del citosol. En tales condiciones, los 
ribosomas tan sólo liberaban las proteínas recién sintetizadas al 
medio acuoso del tubo de ensayo. Cuando se realizó el mismo 
experimento con microsomas rugosos intactos, las proteínas re- 
cién sintetizadas ya no se liberaban al medio de incubación, sino 
que quedaban atrapadas dentro de la luz de las vesículas mem- 
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FIGURA 8-6 Formación de vesículas cubiertas en un sistema libre de 
células. Micrografía electrónica de una preparación de lisosomas que se 
incubó con los componentes necesarios para promover la gemación den- 
tro de la célula. Las proteínas en el medio se unieron con la superficie de 
los liposomas e indujeron la formación de yemas cubiertas con proteína 
(flechas). (CorTEsÍA DE LeLIO Orci Y RANDY SCHEKMAN.) 


branosas. Con base en estos estudios se concluyó que la mem- 
brana microsómica no era necesaria para la incorporación de 
aminoácidos en las proteínas, pero sí para secuestrar las nuevas 
proteínas secretoras sintetizadas dentro del espacio de las cister- 
nas del retículo endoplásmico. 

En los últimos decenios, los investigadores emplearon sis- 
temas libres de células para identificar las funciones de muchas 
de las proteínas participantes en el tránsito de la membrana. La 
figura 8-6 muestra un liposoma con vesículas que se desprenden 
de su superficie (fechas). Como se explica en la página 124, los 
liposomas son vesículas cuya superficie consiste en una bicapa 
artificial que se crea en el laboratorio a partir de fosfolípidos 
purificados. Las yemas y vesículas que se ven en la figura 8-6 
se produjeron después de incubar la preparación de liposomas 
con proteínas purificadas que en condiciones normales forman 
cubiertas en la superficie citosólica de las vesículas de transporte 
dentro de la célula. Sin las proteínas de cubierta adicionales, no 
ocurriría el desprendimiento de vesículas. Con esta estrategia, en 
la que los procesos celulares se reconstituyen in vitro a partir de los 
componentes purificados, los investigadores han podido estudiar 
las proteínas que se unen con la membrana para iniciar la forma- 
ción de vesículas, las proteínas encargadas de la selección del car- 
gamento y las que cortan la vesícula de la membrana donadora. 


Información obtenida del estudio 
de fenotipos mutantes 


Un mutante es un organismo (o célula cultivada) cuyos cromo- 
somas contienen uno o más genes que codifican proteínas anor- 
males. Cuando una proteína codificada por un gen mutante es 
incapaz de realizar su función normal, la célula que tiene la mu- 
tación presenta una deficiencia característica. La identificación 


de la naturaleza precisa de la deficiencia proporciona informa- 
ción sobre la función de la proteína normal. El estudio de la base 
genética de la secreción se ha realizado sobre todo en células 
de levadura y la mayor parte del trabajo la han realizado Randy 
Schekman et al. de la University of California, en Berkeley. Las 
levaduras son muy susceptibles a los estudios genéticos porque 
tienen una pequeña cantidad de genes en comparación con otros 
tipos de eucariotas; son organismos unicelulares pequeños fáciles 
de cultivar y pueden crecer como haploides durante la mayor 
parte de su ciclo celular. Una mutación en un solo gen de una cé- 
lula haploide tiene un efecto observable porque las células care- 
cen de una segunda copia del gen que enmascararía la presencia 
de la anormal. 

En las levaduras, como en todas las células eucariotas, las 
vesículas se desprenden del retículo endoplásmico y viajan al 
aparato de Golgi, donde se fusionan con las cisternas de Gol- 
gi (fig. 8-7). Para identificar los genes cuya proteína codificada 
participa en esta parte de la vía secretora (esto es, genes SEC), los 
investigadores buscan células mutantes que tienen una distribu- 
ción anormal de membranas citoplásmicas. La figura 8-7% mues- 
tra una micrografía electrónica de una célula de levadura nativa. 
La célula que se muestra en la figura 8-70 tiene una mutación en 
el gen que codifica una proteína que participa en la formación 
de vesículas en la membrana del retículo endoplásmico (paso 1, 
fig. 8-74). Cuando no forman vesículas, las células mutantes acu- 
mulan un retículo endoplásmico extenso. En cambio, la célula 
mostrada en la figura 8-74 posee una mutación en un gen que 
codifica una proteína participante en la fusión de las vesículas 
(paso 2, fig. 8-74). Cuando el producto de este gen es defectuoso, 
las células mutantes acumulan un número excesivo de vesículas 
no fusionadas. Los investigadores han aislado docenas de mu- 
tantes diferentes, que consideradas como grupo presentan inte- 
rrupciones en todos los pasos de la vía secretora. Ya se clonaron 
los genes causantes de estos defectos y se identificó su secuencia, 
además de aislar las proteínas que codifican. El aislamiento de 
las proteínas de la levadura inició búsquedas exitosas de proteí- 
nas homólogas (es decir, proteínas con secuencia relacionada) en 
sistemas de mamíferos. 

Una de las lecciones más importantes que se aprendieron 
con el uso de todas estas técnicas es que las actividades dinámicas 
del sistema de endomembrana están muy bien conservadas. No 
sólo las células de levaduras, plantas, insectos y seres humanos 
efectúan procesos similares, sino que los llevan a cabo con pro- 
teínas muy parecidas. Es evidente que la diversidad estructural 
de las células contradice sus similitudes moleculares subyacentes. 
En muchos casos, las proteínas de especies muy distintas son 
intercambiables. Por ejemplo, los sistemas libres de células ob- 
tenidos de células de mamíferos pueden usar proteínas de leva- 
duras para facilitar el transporte de vesículas. Por el contrario, las 
células de levaduras con deficiencias genéticas que interrumpen 
alguna fase de la vía biosintética a menudo pueden “curarse” con 
ingeniería genética para incorporarles genes de mamíferos. 

En los últimos 10 años, los investigadores interesados en la 
búsqueda de genes que afectan un proceso celular particular en 
células vegetales o animales aprovecharon un fenómeno celular 
llamado interferencia de RNA (RNA). Éste es un proceso en el 
que las células producen RNA pequeños (llamados siRNA) que 
se unen con mRNA específicos e inhiben la traducción de éstos 
en proteínas. Tal fenómeno y su aplicación se explican con deta- 
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FIGURA 8-7 Uso de mutantes genéticos en el estudio de la secreción. (a) Pri- 
mera rama de la vía biosintética secretora en una levadura en gemación. Los 
pasos se describen más adelante. (4) Micrografía electrónica de un corte a través 
de una célula de levadura nativa. (c) Una célula de levadura que tiene una mu- 
tación en el gen sec12, cuyo producto participa en la formación de vesículas en 
la membrana del ER (paso 1, parte a). Como no pueden formarse las vesículas, 
se acumulan cisternas de ER expandidas en la célula. (4) Célula de levadura que 
tiene una mutación en el gen sec17, cuyo producto participa en la fusión de las 
vesículas (paso 2, parte a). Como no pueden fusionarse con las membranas de 
Golgi, las vesículas (indicadas por puntas de flecha) se acumulan en la célula. 
(Las mutantes mostradas en c y d son sensibles a la temperatura. Cuando se 
mantienen a una temperatura más baja [permisiva], son capaces de mantener 
un crecimiento y división normales.) (Tomana DE Caris A. Karser y RANDY 
SCcHEKMAN, CELL 61:724, 1990. Con AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 
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lle en las secciones 11.5 y 18.18. Para los fines de este capítulo, 
sólo se indica que los investigadores pueden sintetizar una co- 
lección (biblioteca) de siRNA capaces de inhibir la traducción 
de cualquier mRNA que se produzca a partir de un genoma. 
Cada mRNA representa la expresión de un gen específico; por 
lo tanto, puede averiguarse qué genes participan en un proceso 
particular mediante la identificación de los siRNA que interfie- 
ren con ese proceso. En el experimento ilustrado en la figura 8-8, 
los investigadores pretendían identificar los genes que participan 
en varios pasos de la vía secretora, un objetivo similar al de los 
investigadores que estudian las levaduras mutantes mostradas en 
la figura 8-7. En este caso, los investigadores utilizaron una cepa 
de células de Drosophila e intentaron identificar genes que afec- 
tan la localización de la manosidasa II, una enzima que se sinte- 
tiza en el retículo endoplásmico y se mueve mediante vesículas 
de transporte al aparato de Golgi, donde se establece. La figura 
8-84 muestra una célula de control que sintetiza una versión de 
manosidasa 11 marcada con GFP; la fluorescencia se localiza en 
los abundantes aparatos de Golgi de la célula, como era de es- 
perar. La figura 8-80 muestra una célula que contiene moléculas 
de siRNA que produjeron el cambio de localización de la GFP- 
manosidasa hacia el retículo endoplásmico, que se ve fusionado 
con los aparatos de Golgi. Este tipo de fenotipo casi siempre 
se produce por la ausencia de una de las proteínas implicadas 


en el transporte de la enzima desde el retículo endoplásmico al 
aparato de Golgi. De los 130 siRNA distintos que interfirieron 
de alguna manera con la vía secretora en este estudio, 31 de ellos 
produjeron un fenotipo similar al que se muestra en la figura 
8-84. Entre estos 31 siRNA se incluían numerosas especies que 
inhibían la expresión de genes con participación ya conocida en 
la vía secretora. Además, el estudio identificó otros genes cuya 
función se desconocía y ahora se presume que participan tam- 
bién en estos procesos. Como es más fácil sintetizar un RNA 
pequeño que un organismo con un gen mutante, la RNAi se ha 
convertido en una estrategia frecuente para investigar el efecto 
de una proteína faltante. 


1. Describa las diferencias entre una autorradiografía de 
una célula pancreática que se incubó en aminoácidos 
marcados durante 3 min y se fijó de inmediato y la de 
otra célula que se marcó durante 3 min, se persiguió 
durante 40 min y luego se fijó. 

2. ¿Qué técnicas o conductas podría usar para averiguar 
qué proteínas están presentes de manera normal en el 
retículo endoplásmico? 


(a) (b) 


FIGURA 8-8 Inhibición de la expresión génica con interferencia de 
RNA. (a) Una célula cultivada S2 de Drosophila que expresa manosidasa 
II marcada con GFP. La enzima fluorescente se localiza en el aparato de 
Golgi después de su síntesis en el ER. (4) Una célula con modificaciones 
génicas para expresar un siRNA específico que se une con un mRNA 
complementario e inhibe la traducción de la proteína codificada. En este 
caso, el siRNA hizo que la enzima fluorescente permaneciera en el ER, 
el cual se fusionó con las membranas de Golgi. Este fenotipo sugiere 
que el mRNA afectado por siRNA codifica una proteína participante en 
un paso temprano de la vía secretora durante la cual la enzima se sintetiza 
en el ER y se traslada al aparato de Golgi. Entre los genes que presentan 
este fenotipo cuando interactúan con un siRNA están los que codi- 
fican proteínas de la cubierta COP I, Sar1 y Sec23. Las funciones de 
estas proteínas se explican con más detalle más adelante en este capítulo. 
(REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN A PARTIR DE FREDERIC BARD ET AL., 
POR CORTESÍA DE VITEK MALHOTRA, NATURE 439:604, 2006; O 2006, 
MacmiLLaN MAGazINEs, Lro.) 


3. ¿De qué manera el aislamiento de una levadura mutante 
que acumula vesículas proporciona información sobre el 
proceso de tránsito de proteínas? 

4. ¿Cómo pueden usarse las GFP para estudiar la 
dinámica de la membrana? 


8.3 EL RETÍCULO ENDOPLÁSMICO 


El retículo endoplásmico (ER) se divide en dos subcomparti- 
mientos, el retículo endoplásmico rugoso (RER) y el retículo 
endoplásmico liso (SER). Ambos tipos de retículo forman un 
sistema de membranas que rodean un espacio, o luz, que está 
separado del citosol circundante. Como resulta evidente en la 
descripción siguiente, la composición del espacio luminal o cis- 
ternas dentro de las membranas del ER es muy diferente de la 
del espacio citosólico circundante. 

Las proteínas y lípidos con marcas fluorescentes pueden di- 
fundirse de un tipo de retículo endoplásmico al otro, lo que in- 
dica que las membranas están interconectadas. De hecho, los dos 
tipos de compartimientos de dicho retículo comparten muchas 
de sus proteínas y realizan ciertas actividades comunes, como la 
síntesis de algunos lípidos y colesterol. Sin embargo, al mismo 
tiempo muchas proteínas se encuentran sólo en uno u otro tipo 
de retículo. Como resultado, los dos tipos de retículo endoplás- 
mico tienen diferencias estructurales y funcionales notorias. 

El ER rugoso se define por la presencia de ribosomas uni- 
dos a su superficie citosólica, mientras que el ER liso carece de 
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ribosomas. El RER casi siempre se compone de una red de sacos 
aplanados (cisternas), como se muestra en la figura 8-9, El RER 
se continúa con la membrana externa de la envoltura nuclear, que 
también tiene ribosomas en su superficie citosólica (fig. 8-20). 
En cambio, los elementos membranosos del SER son curvos y 
tubulares, forman un sistema de tuberías interconectadas que 
ondulan por todo el citoplasma. Cuando se realiza la homoge- 
neización de las células, el SER se fragmenta en vesículas de 
superficie lisa, en tanto el RER se fragmenta en vesículas de su- 
perficie rugosa (fig. 8-50,c). 

Los diferentes tipos de células contienen proporciones muy 
distintas de los dos tipos de retículo endoplásmico, según sean las 
actividades de la célula. Por ejemplo, las células que secretan gran- 
des cantidades de proteínas, como las pancreáticas o las células de 
las glándulas salivales, tienen regiones extensas de RER (fig. 8-92, 
c). Más adelante se regresa a la función del RER, pero primero se 
describen las actividades del retículo endoplásmico liso. 


El retículo endoplásmico liso 


El SER está muy desarrollado en diversos tipos celulares, entre 
ellos los del músculo esquelético, túbulos renales y glándulas en- 


docrinas productoras de esteroides (fig. 8-10). Las funciones del 
SER incluyen: 


E Síntesis de hormonas esteroideas en las células endocrinas de 
las gónadas y la corteza suprarrenal. 


E Desintoxicación en el hígado de diversos compuestos or- 
gánicos, como barbitúricos y etanol, cuyo consumo crónico 
puede conducir a la proliferación del SER en las células he- 
páticas. La desintoxicación la realiza un sistema de enzimas 
que transfieren oxígeno (oxigenasas), incluida la familia del 
citocromo P-450. Estas enzimas son notables por su falta de 
especificidad de sustrato y pueden oxidar miles de compues- 
tos hidrófobos distintos y convertirlos en sustancias más hi- 
drofílicas y más fáciles de excretar. Los efectos no siempre 
son positivos. Por ejemplo, el compuesto relativamente ino- 
cuo benzo[a]pireno que se forma cuando se requema la carne 
en una parrilla se convierte en un carcinógeno potente por 
efecto de las enzimas “desintoxicantes” del SER. Las enzimas 
del citocromo P-450 metabolizan muchos medicamentos 
prescritos y la variación genética en estas enzimas en los seres 
humanos explica las diferencias en la eficacia y efectos secun- 
darios de muchos fármacos entre unas personas y otras. 


E Secuestro de iones calcio en el citoplasma celular. La libera- 
ción regulada de Ca?* del SER de células musculares esque- 
léticas y cardiacas (conocido como retículo sarcoplásmico en las 
células musculares) desencadena la contracción. 


Funciones del retículo endoplásmico rugoso 


Las investigaciones iniciales sobre las funciones del RER se rea- 
lizaron en células que secretan grandes cantidades de proteína, 
como las células acinares del páncreas (fig. 8-3) o las células se- 
cretoras de moco del recubrimiento del tubo digestivo (fig. 8-11). 
A partir del dibujo y la micrografía de la figura 8-11 resulta evi- 
dente que los organelos de estas células epiteliales secretoras se 
disponen de tal forma en la célula que producen una polaridad 
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FIGURA 8-9 El retículo endoplásmico rugoso (RER). (a) Esquema que 


muestra las pilas de cisternas aplanadas que conforman el ER rugoso. La 
superficie citosólica de la membrana tiene ribosomas unidos, los cuales 
dan a las cisternas su apariencia rugosa. (b) Micrografía electrónica por 
transmisión de una porción del ER rugoso de una célula acinar pan- 
creática. Es evidente la división del ER rugoso en un espacio de cisterna 
(libre de ribosomas) y un espacio citosólico. (c) Micrografía electrónica 
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FIGURA 8-10 El retículo endoplásmico liso (SER). Micrografía elec- 
trónica de una célula de Leydig del testículo que muestra el ER liso 
extenso en el que se sintetizan las hormonas esteroideas. (TOMADA DE 
Don FawceTT/VisuaLs UNLIMITED.) 
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de barrido del ER rugoso en una célula acinar pancreática. (d) Visuali- 
zación del ER rugoso en una célula cultivada completa como se muestra 
con tinción inmunofluorescente para la proteína isomerasa de disulfuro 
(PDD, una proteína residente del ER. (B: CORTESÍA DE S. ITO; C: TOMA- 
DA DE K. Tanaka, INT. Rev. CyroL. 68:101, 1980; D: TOMADA DE BRIAN 
STORRIE, RAINER PePPERKOK Y Tommy NiLsson, TrENDS CELL Bior. 
10:338, 2000. O 2000, con AUTORIZACIÓN DE ELSEVIER SCIENCE.) 


distinta en uno y otro extremo de ella. El núcleo y un conjunto 
grande de cisternas de RER se localizan cerca de la superficie 
basal de la célula, la cual está próxima al aporte sanguíneo. El 
aparato de Golgi se localiza en la región central de la célula. La 
superficie apical de la célula está junto a un conducto que trans- 
porta las proteínas secretadas fuera del órgano. El citoplasma del 
extremo apical de la célula está lleno de gránulos secretores cuyo 
contenido está listo para liberarse hacia el conducto en cuanto 
llega la señal apropiada. La polaridad de estas células epiteliales 
glandulares refleja el movimiento de las proteínas secretoras por 
la célula, desde el sitio de síntesis hasta el punto por donde se 
descargan. El retículo endoplásmico rugoso es el punto inicial de 
la vía biosintética: es el punto donde se sintetizan las proteínas, 
cadenas de carbohidratos y fosfolípidos que viajan por los com- 
partimientos membranosos de la célula. 
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FIGURA 8-11 La estructura polarizada de la célula secretora. (a) Representación de una 
célula caliciforme secretora de moco del colon de una rata. (4) Micrografía electrónica de 
bajo poder de una célula secretora de moco de la glándula de Brunner del intestino del- 
gado de un ratón. Ambos tipos de células presentan una disposición muy polarizada de 
los organelos y reflejan su función en la secreción de grandes cantidades de mucoproteí- 
nas. Los extremos basales de las células contienen el núcleo y el ER rugoso. Las proteínas 
que se sintetizan en el ER rugoso se mueven al aparato de Golgi relacionado que está 
muy cerca y de ahí pasan a transportadores limitados por membrana en los que se con- 
centra el producto de secreción final. Las regiones apicales de las células están llenas con 
gránulos secretores que contienen las mucoproteínas listas para liberarse a un conducto. 
(A: TOMADA DE MARIAN NEUTRA Y C. P. Leson, J. CELL. BroL. 30:119, 1966. Con 
AUTORIZACIÓN DE LOS DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS. 
B: TOMADA DE ÁLAIN RAMBOURG E Yves CLERMONT, Eur. J. CELL BroL. 51:196, 1990.) 


Síntesis de proteínas en ribosomas unidos a la mem- 
brana o en ribosomas libres Ya se describió (fig. 8-3) el 
descubrimiento del retículo endoplásmico rugoso como sitio de 
la síntesis de proteínas de secreción (secretoras) en las células aci- 
nares pancreáticas. Se obtuvieron resultados similares para otros 
tipos de células secretoras, incluidas las células caliciformes del 
intestino que secretan mucoproteínas, las células endocrinas que 
producen hormonas polipeptídicas, las células plasmáticas 
que secretan anticuerpos y las células hepáticas que secretan pro- 
teínas séricas a la sangre. 

Experimentos posteriores han revelado que los polipéptidos 
se sintetizan en dos puntos distintos dentro de la célula. 


1. Ciertos polipéptidos se sintetizan en los ribosomas unidos 
con la superficie citosólica de las membranas del RER. Estos 
incluyen: a) las proteínas que secreta la célula, b) proteínas 
integrales de la membrana y c) proteínas solubles que se en- 


cuentran en compartimientos del sistema de endomembrana, 
como el retículo endoplásmico, aparato de Golgi, lisosomas, 
endosomas, vesículas y vacuolas vegetales. 


. Otros polipéptidos se sintetizan en ribosomas “libres”, es de- 
polipep 


cir, los que no están unidos al RER, y luego se liberan al cito- 
sol. Esta clase incluye a) proteínas destinadas a permanecer en 
el citosol (como las enzimas de la glucólisis y las proteínas del 
citoesqueleto); b) proteínas periféricas de la superficie citosó- 
lica de las membranas (como las espectrinas y las anquirinas 
que sólo tienen una relación débil con la superficie citosólica 
de la membrana plasmática); c) proteínas que se transportan 
al núcleo (sección 12.1), y d) proteínas que se incorporan a 
los peroxisomas, cloroplastos y mitocondrias. Las proteínas 
de los dos últimos grupos se sintetizan hasta terminarlas en el 
citosol y luego se importan después de la traducción al organelo 
apropiado a través de su membrana limitante (pág. 309). 
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¿Qué determina el sitio de la célula en el que se sintetiza 
una proteína? A principios del decenio de 1970, Günter Blobel, 
en colaboración con David Sabatini y Bernhard Dobberstein de 
la Rockefeller University, propusieron por primera vez, y luego 
demostraron, que el sitio de la síntesis de una proteína dependía 
de la secuencia de aminoácidos en la porción amino-terminal del 
polipéptido, que es la primera parte que surge del ribosoma du- 
rante la síntesis de las proteínas. Estos investigadores sugirieron 
lo siguiente: 


1. Las proteínas secretoras contienen una secuencia de señal en 
su extremo amino que dirige al polipéptido emergente y al 
ribosoma hacia la membrana del retículo endoplásmico. 


2. El polipéptido se mueve hacia el espacio de cisterna del re- 
tículo endoplásmico un canal acuoso recubierto con proteína 
en la membrana del retículo endoplásmico. Se ha propuesto 
que el polipéptido se mueve por la membrana conforme se 
sintetiza, esto es, al mismo tiempo de la traducción? 


2Hay que señalar que el transporte de proteínas a través de la membrana del ER 
también puede ocurrir después de la traducción (es decir, luego de la síntesis). 
En este proceso, el polipéptido se sintetiza por completo en el citosol y luego 

se importa a la luz del ER a través de los mismos canales conductores de 
proteínas usados en la vía que funciona al mismo tiempo que la traducción. La 
vía posterior a la traducción se utiliza mucho más en levaduras que en células de 
mamíferos para importar productos al ER. En realidad, las células de levaduras 
son incapaces de realizar el transporte al ER al mismo tiempo que la traducción 
y aun así sobreviven, aunque crecen con más lentitud que las células normales. 
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FIGURA 8-12 Modelo esquemático para la síntesis de una proteína se- 
cretora (o una enzima lisosómica) en un ribosoma unido con la mem- 
brana del ER rugoso. La síntesis del polipéptido comienza en un ribo- 
soma libre. Conforme la secuencia señal (mostrada en rojo) emerge del 
ribosoma) se une a la SRP (paso 1), lo cual detiene la traducción hasta 
que el complejo SRP-ribosoma-cadena naciente puede hacer contacto 
con la membrana del retículo endoplásmico. El complejo SRP-ribosoma 
choca luego y se une con un receptor SRP (SR) situado dentro de la 
membrana del ER (paso 2). La unión de este complejo al receptor de 
SRP es seguida por la liberación de la SRP y el enlace del ribosoma con 
un translocón de la membrana del retículo endoplásmico (paso 3). Estos 
últimos procesos son acompañados por la hidrólisis recíproca de molé- 
culas de GTP (no se muestra) unidas tanto a la SRP como a su receptor. 
En el modelo descrito aquí, el péptido señal se une entonces al interior 
del translocón, desplazando el tapón del canal y permitiendo que el resto 


Esta proposición, conocida como la hipótesis de la señal, tie- 
ne el respaldo de abundante evidencia experimental. Algo aún 
más importante: se demostró que el concepto original de Blobel, 
según el cual las proteínas tienen incluidos “códigos postales”, se 
aplica en principio a todos los tipos de proteína que transitan las 
vías de la célula. 


Síntesis de proteínas secretoras, lisosómicas o vacuo- 
lares vegetales en los ribosomas unidos a membranas 
Los pasos durante la síntesis de una proteína secretora, lisosómi- 
ca o vacuolar vegetal se muestran en la figura 8-12. La síntesis 
del polipéptido inicia después que un RNA (ácido ribonucleico) 
mensajero se une con un ribosoma libre, es decir, uno que no esté 
unido con una membrana citoplásmica. De hecho, se cree que 
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del polipéptido se trasponga a través de la membrana de manera cotra- 
duccional (paso 4). Después de que el polipéptido naciente pasa a la luz 
del ER, el péptido señal se desdobla por acción de una proteína de mem- 
brana (la peptidasa señal, que no se muestra), y la proteína se pliega con 
la ayuda de carabinas del retículo endoplásmico, como BiP. Los estudios 
sugieren que los translocones se organizan en grupos de dos o cuatro 
unidades, en lugar de encontrarse aislados como se muestra aquí. (4) La 
vista transversal del conducto del translocón de un lado, según la estruc- 
tura cristalina obtenida por rayos X de un translocón arqueobacteriano. 
Es evidente la forma de reloj de arena del conducto acuoso. También se 
muestran el tapón helicoidal que impide el movimiento de solutos en la 
conformación cerrada del translocón y el anillo de las cadenas laterales 
hidrófobas (verde) situadas en el sitio más estrecho entre el conducto. (B: 
TOMADA A PARTIR DE Tom A. RaPoPorT, NATURE 450:664, 2007; 
© CorYrIGHT 2007, MacmILLAN MAGAZINES, LrbD.) 


todos los ribosomas son idénticos; los empleados en la síntesis 
de proteínas secretoras, lisosómicas o las de las vacuolas vegetales 
se toman de la misma población (reserva) que los utilizados en 
la producción de proteínas que permanecen en el citosol. Los 
polipéptidos sintetizados en ribosomas unidos con membranas 
contienen una secuencia de señal, que incluye un segmento de 
seis a 15 residuos de aminoácidos hidrófobos, y que dirige al po- 
lipéptido naciente a la membrana del retículo endoplásmico, y 
además conduce a la división en compartimientos del polipép- 
tido dentro de la luz de este retículo. (Un polipéptido naciente 
es uno que esté en proceso de síntesis.) Aunque la secuencia de 
señal casi siempre se localiza en o cerca del extremo amino, en 
algunos polipéptidos ocupa una posición interna. 

Conforme surge del ribosoma, una partícula de reconoci- 
miento de señal (SRP) identifica la secuencia de señal hidró- 
foba; dicha partícula posee en las células de mamíferos seis po- 
lipéptidos distintos y una pequeña molécula de RNA, llamada 
RNA 7S. La SRP se une tanto a la secuencia señal en el po- 
lipéptido naciente como al ribosoma (paso 1, fig. 8-12), con lo 
que detiene temporalmente la síntesis de más polipéptido. La 
SRP unida sirve como una marca que permite que el complejo 
entero (SRP-ribosoma-polipéptido naciente) se una de manera 
específica a la superficie citosólica de la membrana del retículo 
endoplásmico. La unión a este último ocurre a través de cuan- 
do menos dos interacciones bien definidas: una entre la SRP y 
el receptor de SRP (paso 2), y la otra entre el ribosoma y el 
translocón (paso 3). El translocón es un conducto recubierto 
con proteína incrustado en la membrana del ER a través del cual 
el polipéptido naciente puede moverse en su paso del ribosoma a 
la luz del retículo endoplásmico. 

En los últimos años, uno de los mayores desafíos en el 
campo del tráfico de membrana ha sido la determinación de la 
estructura tridimensional de una versión procariótica del trans- 
locón mediante cristalografía de rayos X. Este esfuerzo reveló la 
presencia dentro del translocón de un poro con forma de reloj 
de arena, con un anillo de seis aminoácidos hidrófobos en su 
diámetro más estrecho. En el estado inactivo (es decir, sin trans- 
posición), que fue el estado en el que se cristalizó la estructura, 
la abertura del anillo del poro está obstruida por una hélice a 
corta. Se propone que este tapón sella el canal, impidiendo el 
paso indeseado de calcio y otros iones entre el citosol y la luz del 
retículo endoplásmico. 

Una vez que el complejo SRP-ribosoma-cadena naciente se 
une a la membrana del retículo endoplásmico (paso 2, fig. 8-12), 
la SRP se libera de su receptor en el ER, el ribosoma se une al 
extremo citosólico del translocón, y la secuencia señal en el poli- 
péptido naciente se inserta en el estrecho canal acuoso del trans- 
locón (paso 3). Se propone que el contacto de la secuencia señal 
con el interior del translocón causa el desplazamiento del tapón y 
la abertura del pasaje. El polipéptido en crecimiento se traspone 
entonces a través del anillo del poro hidrófobo hacia la luz del re- 
tículo endoplásmico (paso 4). Dado que el anillo del poro obser- 
vado en la estructura cristalina tiene un diámetro (5 a 8 A) consi- 
derablemente menor que el de una cadena polipeptídica helicoi- 
dal, se supone que el poro se expande cuando la cadena naciente 
atraviesa el canal. (La expansión es posible porque los residuos 
que constituyen el anillo están situados en diferentes hélices de la 
proteína del translocón.) Cuando terminan la traducción y el paso 
del polipéptido completo por el translocón, el ribosoma unido a 
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membrana se libera de la membrana del retículo endoplásmico y 
el tapón helicoidal se reinserta en el canal del translocón. 

Varios de los pasos incluidos en la síntesis y tránsito de las 
proteínas secretoras se regulan mediante la unión o hidrólisis 
de GTP (trifosfato de guanosina). Como se trata con detalle en 
el capítulo 15 y en otra parte de este capítulo, las proteínas de 
unión con GTP (o proteínas G) tienen funciones reguladoras 
clave en muchos procesos celulares diferentes.* Las proteínas G 
pueden estar presentes en por lo menos dos conformaciones al- 
ternativas, una que contiene una molécula de GTP unida y la 
otra con una molécula GDP. Las versiones unidas con GTP y 
GDP de una proteína G tienen conformaciones diferentes y, por 
consiguiente, capacidades distintas para unirse con otras proteí- 
nas. A causa de esta diferencia en las propiedades de unión, las 
proteínas G actúan como “interruptores moleculares”, la proteí- 
na unida con GTP casi siempre activa el proceso y la hidrólisis 
del GTP unido lo apaga. Entre los componentes mostrados en la 
figura 8-12, tanto SRP como el receptor para SRP son proteínas 
G que interactúan entre sí en sus estados unidos con GTP. La 
hidrólisis del GT'P unido con estas dos proteínas ocurre entre los 
pasos 2 y 3 e inicia la liberación de la secuencia de señal por la 
SRP y su inserción en el translocón. 


Procesamiento de proteínas recién sintetizadas en el re- 
tículo endoplásmico Conforme entra a la cisterna del RER, 
un polipéptido naciente es sujeto de la actividad de diversas en- 
zimas situadas dentro de la membrana o en la luz del RER. La 
porción amino-terminal que contiene el péptido de señal se retira 
de la mayor parte de los polipéptidos nacientes por acción de una 
enzima proteolítica, la peptidasa de señal. Los carbohidratos se 
agregan a la proteína naciente mediante la enzima o/igosacaril- 
transferasa (descrita en la página 280). La peptidasa de señal y la 
oligosacariltransferasa son proteínas integrales de la membrana 
que están próximas al translocón y actúan sobre las proteínas 
nacientes conforme entran a la luz del retículo endoplásmico. 

El RER es una planta procesadora de proteínas importante. 
Para realizar sus funciones, la luz del RER está empacada con 
chaperonas moleculares que reconocen proteínas desplegadas o 
mal plegadas, se unen a ellas y les dan la oportunidad de adquirir 
su estructura tridimensional correcta (nativa) (pág. 282). La luz 
del retículo endoplásmico también contiene varias enzimas pro- 
cesadoras de proteínas, como la isomerasa de disulfuro de proteína 
(PDI, protein disulfide isomerase). Las proteínas entran en la luz 
del retículo endoplásmico con sus residuos cisteína en el estado 
reducido (—SH), pero salen del compartimiento con muchos de 
estos residuos unidos entre sí como disulfuros oxidados (—-SS—) 
(pág. 52). La formación (y el reordenamiento) de los enlaces de 
disulfuro es catalizada por PDI. Los enlaces disulfuro tienen 
una función esencial en el mantenimiento de la estabilidad de 
las proteínas que se encuentran en la superficie extracelular de la 
membrana plasmática o que se secretan al espacio extracelular. 

El retículo endoplásmico tiene la construcción ideal para 
cumplir su función como puerto de entrada a la vía biosintéti- 
ca de la célula. Su membrana suministra una gran superficie en 


3Las proteínas GTP casi siempre necesitan proteínas accesorias para realizar su 
función. La participación de estas proteínas se describe en el capítulo 15 y se 
ilustra en la figura 15-19. No se consideran en este capítulo, aunque participan 
en estas actividades. 
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la cual pueden unirse muchos ribosomas (se estima que son 13 
millones en cada célula hepática). La luz de las cisternas del re- 
tículo endoplásmico proporciona un ambiente local que favorece 
el plegamiento y ensamble de las proteínas, así como un compar- 
timiento en el que las proteínas secretoras, lisosómicas y vacuo- 
lares de las células vegetales pueden separarse de otras proteínas 
recién sintetizadas. La separación de las proteínas nuevas en las 
cisternas del ER las retira del citosol y permite modificarlas y 
enviarlas a su destino final, ya sea fuera de la célula o dentro de 
alguno de los organelos membranosos del citoplasma. 


Síntesis de proteínas integrales de membrana en los ri- 
bosomas unidos a la membrana Las proteínas integrales 
de membrana, distintas de las de las mitocondrias y cloroplastos, 
también se sintetizan en los ribosomas unidos a la membrana del 
retículo endoplásmico. Estas proteínas de membrana se trans- 
locan a la membrana del ER conforme se sintetizan (esto es, al 
mismo tiempo que la traducción) con los mismos mecanismos 
descritos para la síntesis de las proteínas secretoras y lisosómicas 
(fig. 8-12). Sin embargo, a diferencia de las proteínas secretoras 
solubles y las lisosómicas, que pasan por completo a través de la 
membrana del retículo endoplásmico durante la translocación, 
las proteínas integrales de membrana contienen uno o más seg- 
mentos transmembranosos hidrófobos (pág. 130) que son des- 
viados directamente del canal del translocón hacia el interior de 
la bicapa lipídica. ¿Cómo puede ocurrir tal transferencia? Los es- 
tudios de cristalografía de rayos X del translocón antes descritos 
mostraron que este último tiene una conformación en forma de 
almeja con un surco o costura a lo largo del costado de la pared, 
donde el canal podría abrirse y cerrarse. Se propone que cuando 
un polipéptido pasa por el translocón, este “puente” lateral en el 
canal se abre y cierra continuamente, lo cual da a cada segmento 
del polipéptido naciente la oportunidad de dividirse conforme a 
sus propiedades de solubilidad en el compartimiento acuoso del 


interior del canal del translocón o el centro hidrófobo circun- 
dante de la bicapa lipídica. Aquellos segmentos del polipéptido 
naciente que sean lo suficientemente hidrófobos se “disolverán” 
de manera espontánea en la bicapa lipídica y al final se conver- 
tirán en segmentos transmembranosos de una proteína integral 
de membrana. Este concepto ha recibido fuerte apoyo de un es- 
tudio in vitro en el cual se dio a los translocones la oportunidad 
de translocar proteínas nacientes “personalizadas” que contenían 
segmentos de prueba de diversas hidrofobicidades. Cuanto más 
hidrófobo el segmento de prueba, tanto mayor la probabilidad 
de que pasara por la pared del translocón y se integrara como un 
segmento transmembranoso de la bicapa. 

La figura 8-13 muestra la síntesis de un par de proteínas 
integrales de membrana que contienen un solo segmento trans- 
membranoso. Las proteínas que cruzan una sola vez la membra- 
na pueden estar orientadas con el extremo amino hacia el citosol 
o hacia la luz del retículo endoplásmico (y en última instancia 
hacia el espacio extracelular). Como se indica en la página 130, 
el factor determinante más frecuente de la alineación de la pro- 
teína de membrana es la presencia de residuos de aminoácidos 
con carga positiva que flanquean el extremo citosólico de un 
segmento transmembranoso (fig. 4-18). Durante la síntesis de 
las proteínas de membrana, se cree que el recubrimiento interno 
del translocón orienta al polipéptido naciente, como se indica 
en la figura 8-13, de manera que el extremo más positivo se di- 
rija hacia el citosol. En las proteínas que cruzan varias veces la 
membrana (como se muestra en la figura 4-32d), los segmentos 
transmembranosos secuenciales tienen orientaciones opuestas. 
Para estas proteínas, su disposición dentro de la membrana se 
determina por la dirección en la que se inserta el primer seg- 
mento transmembrana. Una vez que se determina, cada tercer 
segmento transmembrana debe girar 180” para poder salir del 
translocón. Los estudios que se han realizado con componentes 
purificados en sistemas de células libres sugieren que un trans- 


FIGURA 8-13 Modelo esquemático para la síntesis de una proteína in- 
tegral de membrana que contiene un solo segmento transmembranoso y 
una secuencia de señal cerca del extremo N del polipéptido naciente. La 
SRP y los diversos componentes de la membrana que se mostraron en la 
figura 8-12 también participan en la síntesis de proteínas integrales, pero 
se omitieron para que la imagen fuera más sencilla. El polipéptido na- 
ciente entra al translocón justo como si fuera una proteína secretora (paso 
1). Sin embargo, la entrada de la secuencia transmembrana hidrófoba en 
el poro bloquea la translocación adicional del polipéptido naciente por 
el conducto. Los pasos 2 y 3 muestran la síntesis de una proteína trans- 
membranosa cuyo extremo N está en la luz del retículo endoplásmico y 


cuyo extremo C está en el citosol. En el paso 2, el translocón se ha abierto 
lateralmente y ha expelido el segmento transmembranoso dentro de la 
bicapa. El paso 3 muestra el depósito final de la proteína. Los pasos 2a 
a 4a muestran la síntesis de una proteína transmembranosa cuyo extre- 
mo C está en la luz y cuyo extremo N está en el citosol. En el paso 2a, 
el translocón ha reorientado el segmento transmembranoso, en virtud 
de sus flancos con carga positiva y negativa invertidos. En el paso 3a, el 
translocón se ha abierto lateralmente y ha expelido el segmento trans- 
membranoso dentro de la bicapa. El paso 4 muestra el depósito final de 
la proteína. Los signos + y — en color blanco indican la carga propuesta 
presentada por el recubrimiento interno del translocón. 


locón es capaz, por sí mismo, de orientar en forma apropiada 
los segmentos transmembranosos. Pareciera que el translocón 
es más que un simple paso por la membrana del retículo endo- 
plásmico; es una “máquina” compleja capaz de reconocer varias 
secuencias de señal y realizar actividades mecánicas complejas. 


Biosíntesis de membrana en el retículo endoplásmico 
Las membranas no surgen de novo, es decir, por la combinación 
de elementos de las reservas de proteínas y lípidos. Por el contra- 
rio, se asume que las membranas surgen sólo de las membranas 
preexistentes. Las membranas crecen conforme las proteínas y 
lípidos recién sintetizados se insertan en las membranas existen- 
tes en el ER. Como resulta evidente en la siguiente revisión, los 
componentes de la membrana pasan del retículo endoplásmico a 
todos los demás compartimientos de la célula. Cuando la mem- 
brana se mueve de un compartimiento al siguiente, sus proteínas 
y lípidos se modifican por efecto de las enzimas que residen en 
los diversos organelos de la célula. Estas modificaciones contri- 
buyen a dar a cada compartimiento de membrana una composi- 
ción única y una identidad distintiva. 

Hay que recordar que las membranas celulares son asimé- 
tricas: las dos capas de fosfolípidos (hojas) de una membrana 
tienen diferentes composiciones (pág. 125). Esta asimetría se 
establece al principio en el retículo endoplásmico, y se mantiene 
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FIGURA 8.14 Mantenimiento de la asimetría de la membrana. Cuando 
cada proteína se sintetiza en el ER rugoso, se inserta en la bicapa de lí- 
pidos con una orientación predecible determinada por su secuencia de 
aminoácidos. Esta orientación se mantiene mientras viaja en el sistema 
endomembranoso, como se ilustra en la figura. Las cadenas de carbohi- 
drato, que son las primeras agregadas en el ER, representan una manera 
conveniente de valorar la lateralidad de la membrana porque siempre 
están en el lado de la cisterna de las membranas citoplásmicas, que se 
convierte en el lado exoplásmico de la membrana plasmática después de 
la fusión de las vesículas con ésta. 
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cuando la membrana se desprende de un compartimiento y se 
fusiona con el siguiente. Como resultado, los componentes si- 
tuados en la superficie citosólica de la membrana del retículo en- 
doplásmico pueden identificarse en la superficie citosólica de las 
vesículas de transporte, en la superficie citosólica de las cisternas 
de Golgi y en la superficie interna (citoplásmica) de la membra- 
na plasmática (fig. 8-14). De igual forma, los dominios situados 
en la superficie luminal de la membrana del ER mantienen su 
orientación y se encuentran en la superficie externa (exoplásmi- 
ca) de la membrana plasmática. En realidad, en muchos aspectos, 
como su alta concentración de calcio y abundancia de proteínas 
con enlaces disulfuro y cadenas de carbohidratos, la luz del ER 
(así como otros compartimientos de la vía secretora) se parece 
mucho al espacio extracelular. 


Síntesis de los lípidos de la membrana La mayor parte de los lípi- 
dos de la membrana se sintetiza por completo dentro del retículo 
endoplásmico. Las principales excepciones son: 1) la esfingomie- 
lina y los glucolípidos, cuya síntesis comienza en el ER y se com- 
pleta en el aparato de Golgi, y 2) algunos de los lípidos únicos de 
las membranas de mitocondrias y cloroplastos, que se sintetizan 
por acción de enzimas que residen en esas membranas. Las en- 
zimas participantes en la síntesis de fosfolípidos son proteínas 
integrales de la membrana del retículo endoplásmico y sus sitios 
activos están dirigidos hacia el citosol. Los fosfolípidos recién 
producidos se insertan en la mitad de la bicapa dirigidos hacia el 
citosol. Algunas de estas moléculas de lípidos se giran más tarde 
hacia la hoja contraria mediante la acción de enzimas llamadas 
ffipasas. Los lípidos son transportados del retículo endoplásmico 
al aparato de Golgi y la membrana plasmática como parte de la 
bicapa que constituye las paredes de las vesículas de transporte. 
Las membranas de los diferentes organelos tienen una com- 
posición de lípidos muy diferente (fig. 8-15a), lo cual indica que 
se producen cambios a medida que la membrana fluye por la célu- 
la. Varios factores pueden contribuir a tales cambios (fig. 8-154): 


1. La mayor parte de los organelos membranosos contiene en- 
zimas que modifican los lípidos que ya están dentro de su 
membrana y convierten un tipo de fosfolípidos (p. ej., fosfati- 
dilserina) en otro (p. ej., fosfatidilcolina) (paso 1, fig. 8-154). 


2. Cuando las vesículas se desprenden de un compartimiento 
(como en la figura 8-2a), algunos tipos de fosfolípidos pueden 
incluirse de manera preferencial dentro de la membrana de la 
vesícula en formación, mientras que otros tipos se dejan atrás 
(paso 2, fig. 8-150). 

3. Las células contienen proteínas de transferencia de fosfo- 
lípidos que pueden unirse y transportar a los fosfolípidos a 
través del citosol acuoso de un compartimiento de membrana 
a otro (paso 3, fig. 8-154). Estas enzimas facilitan el movi- 
miento de fosfolípidos específicos del ER a otros organelos. 
Esto representa una importancia particular para el traslado de 
lípidos a las mitocondrias y cloroplastos, que no son parte del 
flujo normal de membrana a lo largo de la vía biosintética. 


Glucosilación en el retículo endoplásmico rugoso Casi 
todas las proteínas producidas en los ribosomas unidos con 
membranas se convierten en glucoproteínas, ya sean componen- 
tes integrales de una membrana, enzimas lisosómicas solubles, 
vacuolares o partes de la matriz extracelular. Los grupos carbo- 
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FIGURA 8-15 Modificación de la composición de lípidos de las mem- 
branas. (a) Histograma que indica el porcentaje de cada uno de los tres 
fosfolípidos (fosfatidilcolina), fosfatidilserina y esfingomielina) en tres 
membranas celulares diferentes (ER, aparato de Golgi y membrana plas- 
mática). El porcentaje de cada lípido cambia en forma gradual a medida 
que la membrana pasa del ER al aparato de Golgi y luego a la membrana 
plasmática. (4) Esquema que muestra tres mecanismos distintos que po- 
drían explicar cómo la composición de fosfolípidos de una membrana en 
un sistema endomembranoso puede ser diferente de otra membrana 
en el sistema aunque los compartimientos membranosos tienen una con- 
tinuación temporal y espacial. 1) Los grupos cabeza de los fosfolípidos de 
la bicapa se modifican por medios enzimáticos; 2) la membrana de una 
vesícula en formación contiene una composición distinta de fosfolípidos 
respecto de la membrana de la que se originó; 3) los fosfolípidos pueden 
retirarse de una membrana e insertarse en otra mediante proteínas para 
transferencia de fosfolípidos. 


hidrato tienen una participación importante en la función de 
muchas glucoproteínas, sobre todo como sitios de unión en sus 
interacciones con otras macromoléculas, como ocurre durante 
muchos procesos celulares. También ayudan al plegamiento co- 
rrecto de la proteína a la que están unidos. Las secuencias de azú- 
cares que comprenden los oligosacáridos de las glucoproteínas 
son muy específicas; si los oligosacáridos se aíslan de una proteí- 
na purificada, su secuencia es consistente y predecible. ¿Cómo se 
logra el orden de los azúcares en los oligosacáridos? 

La adición de azúcares a una cadena de oligosacárido se ca- 
taliza por una familia de enzimas unidas a la membrana llamadas 
glucosiltransferasas. Cada una de estas enzimas transfiere un 
monosacárido específico de un azúcar-nucleótido, como GDP- 
manosa o UDP-N-acetilglucosamina (fig. 8-16), al extremo en 
crecimiento de la cadena de carbohidrato. La secuencia en que se 
transfieren los azúcares durante el ensamblaje de un oligosacárido 
depende de la secuencia de acción de las glucosiltransferasas que 
participan en el proceso. A su vez, esto depende de la localización 
de enzimas específicas dentro de las diversas membranas de la vía 
secretora. Por lo tanto, la disposición de los azúcares en las cade- 
nas de oligosacáridos de una glucoproteína depende de la locali- 
zación espacial de las enzimas específicas en la línea de montaje. 

La figura 8-16 muestra los pasos iniciales en el ensamble 
de los oligosacáridos unidos con N (a diferencia de los oligosa- 
cáridos unidos con O, véase fig. 4-11) de las proteínas solubles 
y las proteínas integrales de la membrana. El segmento basal o 
central de cada cadena de carbohidrato no se ensambla sobre 
la proteína misma, sino que se arma de manera independiente 
sobre un lípido portador y luego se transfiere, en bloque, a los 
residuos de asparagina específicos del polipéptido. Este lípido 
transportador, llamado fosfato de dolicol, está incluido en la 
membrana del retículo endoplásmico. Los azúcares se agregan 
a la molécula de fosfato de dolicol uno a la vez por acción de las 
elucosiltransferasas unidas a la membrana, a partir del paso 1 de 
la figura 8-16. Esta parte del proceso de glucosilación es invaria- 
ble; en las células de mamíferos comienza con la transferencia 
de N-acetilglucosamina 1-fosfato, seguida de la transferencia de 
otra N-acetilglucosamina y luego nueve moléculas de manosa y 
tres unidades de glucosa en el patrón exacto indicado en la figura 
8-16. Este bloque ya ensamblado de 14 azúcares se transfiere 
luego por acción de la enzima del ER oligosacariltransferasa del 
fosfato de dolicol a ciertas asparaginas en el polipéptido naciente 
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(paso 10, fig. 8-16) mientras el polipéptido se transloca hacia la 
luz del retículo endoplásmico. 

Las mutaciones que causan la ausencia total de M-glucosila- 
ción provocan la muerte de los embriones antes de la implanta- 
ción. Sin embargo, las mutaciones que producen la interrupción 
parcial de la vía de glucosilación en el retículo endoplásmico 
causan trastornos hereditarios graves que afectan casi cualquier 
aparato o sistema. Estas anomalías se conocen como enferme- 
dades congénitas de la glucosilación (CDG, congenital diseases 
of glycosylation), y suelen identificarse mediante pruebas sanguí- 
neas que detectan la glucosilación anormal de proteínas séricas. 
Una de ellas, CDG1b, puede tratarse con medidas muy sencillas. 
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FIGURA 8-16 Los pasos de la síntesis de la porción central de un oli- 
gosacárido con enlace N en el ER rugoso. Los primeros siete azúcares 
(cinco manosas y dos residuos de NAG) se transfieren uno a la vez al 
dolicol-PP en el lado citosólico de la membrana del ER (pasos 1 y 2). 
En esta etapa el dolicol con su oligosacárido unido se gira al otro lado 
de la membrana (paso 3) y los azúcares restantes (cuatro manosas y tres 
residuos de glucosa) están unidos al lado luminal de la membrana. Estos 
últimos azúcares se unen de una sola vez en el lado citosólico de la mem- 
brana con el extremo de la molécula de fosfato de dolicol (como en los 


La ECG1b se debe a la deficiencia de la enzima fosfomanosa 
isomerasa, que cataliza la conversión de fructosa 6-fosfato en 
manosa 6-fosfato, una reacción crucial en la vía que hace que la 
manosa esté disponible para incorporarla en los oligosacáridos. 
La afección puede tratarse con complementos orales de manosa. 
Al principio, el tratamiento se probó en un niño grave que sufría 
hemorragia gastrointestinal incontrolable, una de las compli- 
caciones frecuentes de la enfermedad. Unos meses después de 
iniciar el complemento de manosa el niño pudo llevar una vida 
normal. 

Poco después de transferirse al polipéptido naciente, la ca- 
dena de oligosacárido se somete a un proceso gradual de modifi- 
cación. Esta modificación comienza en el ER con la eliminación 
enzimática de dos de los tres residuos terminales de glucosa (paso 
1, fig. 8-17). Esto pone el escenario para un acontecimiento im- 


MwmrP = Fosfato de dolicol 


pasos 4 y 7), que luego se gira al otro lado de la membrana (pasos 5 y 8) y 
cede sus azúcares al extremo creciente de la cadena de oligosacárido (pa- 
sos 6 y 9). Una vez que el oligosacárido está ensamblado por completo, se 
transfiere mediante mecanismos enzimáticos a un residuo de asparagina 
del polipéptido naciente (paso 10). El dolicol-PP rota de nueva cuenta 
al otro lado de la membrana (paso 11) y está listo para empezar a aceptar 
azúcares otra vez (pasos 12 y 13). (Tomana De D. Vorr y J. G. Vorr, 
BIOCHEMISTRY, 2ND ED. O 1995, Jonn WiLeY & Sons, Inc. REIMPRE- 
SA CON AUTORIZACIÓN DE Jonn WiLeY Sons, Inc.) 


portante en la vida de una glucoproteína recién sintetizada en el 
cual ésta es evaluada por un sistema de control de calidad que 
determina si es apta o no para pasar al siguiente compartimiento 
de la vía biosintética. Para comenzar este proceso de detección, 
cada glucoproteína (que en esta etapa contiene una sola glucosa 
restante) se une a la chaperona del retículo endoplásmico (cal- 
nexina o calreticulina) (paso 2). La eliminación de la glucosa res- 
tante por la glucosidasa II hace que la chaperona libere la gluco- 
proteína (paso 3). Si en esta etapa una glucoproteína no ha com- 
pletado su plegamiento o está mal plegada, es reconocida por una 
enzima detectora de conformación (llamada GT) que agrega un 
solo residuo de glucosa de nuevo a uno de los residuos de manosa 
en el extremo expuesto del oligosacárido recién reducido (paso 
4). La GT reconoce las proteínas mal plegadas, o plegadas sólo 
de forma parcial, porque exponen residuos hidrófobos que no se 
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FIGURA 8-17 Control de calidad: confirmación de que las proteínas 
mal plegadas no salen del ER. Con base en este mecanismo propuesto, 
una glucosiltransferasa (GT) reconoce las proteínas mal plegadas y les 
agrega una glucosa al extremo de las cadenas de oligosacárido. Las glu- 
coproteínas que contienen oligosacáridos monoglucosilados son recono- 
cidas por la calnexina chaperona unida con la membrana y reciben una 
oportunidad para alcanzar su estado plegado correcto (nativo). Si esto 
no ocurre después de varios intentos, la proteína se traslada al citosol y 
se destruye. Los pasos se describen en el texto. Una chaperona soluble 
(calreticulina) participa en este misma vía de control de calidad. (Toma- 
DA DE L. ELLGAARD ET AL., SCIENCE 286:1884, 1999; O 1999, AMERI- 
CAN ASSOCIATION FOR THE ADVANCEMENT OF SCIENCE.) 


detectan en las proteínas bien plegadas. Una vez que se agrega 
el residuo de glucosa, las mismas moléculas chaperonas recono- 
cen a la glucoproteína “marcada”, lo que da a la proteína otra 
oportunidad para plegarse de manera correcta (paso 5). Después 
de un periodo con la chaperona, el residuo de glucosa se retira 
y la enzima detectora de conformación la revisa de nuevo para 
confirmar que alcanzó su estructura tridimensional apropiada. 
Si todavía está parcialmente desplegada o mal plegada, se agrega 
otro residuo de glucosa y se repite el proceso hasta que al final, la 
glucoproteína se pliega en forma correcta y continúa su camino 
(paso 6) o permanece mal plegada y se destruye. Los estudios 
sugieren que la “decisión” de destruir la proteína defectuosa está 
regulada por una enzima de acción lenta en el ER que recorta un 
residuo de manosa de un extremo expuesto del oligosacárido de 
una proteína que ha estado en el retículo endoplásmico por un 
tiempo prolongado. Una vez que se retiran uno o más de estos 
residuos de manosa (paso 7), la proteína ya no puede reciclarse y 
se destina a la degradación (paso 8). 

En la página 284 se retoma la historia de la glucosilación de 
las proteínas, cuando se describe la manera en que el oligosacá- 
rido que se ensambló en el retículo endoplásmico crece a su paso 
por el aparato de Golgi en su camino por la vía biosintética. 


Mecanismos que aseguran la destrucción de las proteí- 
nas mal plegadas Recién se describió el modo en que las 


enzimas del retículo endoplásmico identifican las proteínas que 
no se pliegan de manera apropiada. Fue una sorpresa descubrir 
que las proteínas mal plegadas no se destruyen en el retículo en- 
doplásmico, sino que se transportan al citosol por un proceso de 
“transposición inversa”. Sigue siendo incierta la forma en que las 
proteínas mal plegadas son llevadas de regreso (transposición in- 
versa) al citosol a través de los translocones por los que pasaron 
en su camino a la luz del retículo endoplásmico o por medio de 
un canal de transposición inversa separado de identidad incierta. 
Una vez en el citosol, las cadenas de oligosacáridos se retiran y las 
proteínas mal plegadas se degradan en los proteasomas, que son 
máquinas destructoras de proteínas cuya estructura y función se 
describen en la sección 12.7. Este proceso, conocido como degra- 
dación vinculada al retículo endoplásmico (ERAD, ER-associated de- 
gradation), asegura que las proteínas aberrantes no sean transpor- 
tadas a otras partes de la célula, pero puede tener consecuencias 
negativas. En casos graves de fibrosis quística, la membrana plas- 
mática de las células epiteliales carece de la proteína codificada 
por el gen de la fibrosis quística (pág. 156). En tales casos, la pro- 
teína mutante es destruida en el proceso de control de calidad del 
retículo endoplásmico, por lo que no llega a la superficie celular. 

En ciertas circunstancias, las proteínas mal plegadas pueden 
generarse en el retículo endoplásmico a mayor velocidad de la 
que pueden transportarse al citoplasma. La acumulación de pro- 
teínas mal plegadas, que puede ser letal para la célula, inicia un 
“plan de acción” completo dentro de la célula que se conoce como 
respuesta de proteína no plegada (UPR). El retículo endoplás- 
mico contiene sensores de proteína que vigilan la concentración 
de proteínas no plegadas o mal plegadas en la luz del ER. Según 
el modelo prevaleciente esbozado en la figura 8-18, los detec- 
tores se mantienen en un estado activo mediante chaperonas 
moleculares, en especial BiP. Si las circunstancias conducen a 
la acumulación de proteínas mal plegadas, las moléculas BiP 
de la luz del retículo endoplásmico se reclutan al servicio como 
chaperonas para las proteínas defectuosas, lo que las hace in- 
capaces de inhibir a los sensores. La activación de los sensores 
da origen a una multitud de señales que se transmiten hacia el 
núcleo y el citosol y el resultado incluye lo siguiente. 


m Expresión de cientos de genes diferentes cuyas proteínas 
codificadas tienen la capacidad de aliviar las condiciones de 
estrés dentro del retículo endoplásmico. Se incluyen genes 
que codifican 1) chaperonas moleculares con base en el re- 
tículo endoplásmico que ayudan a las proteínas mal plegadas 
a alcanzar su estado nativo; 2) proteínas que intervienen en 
el transporte de proteínas fuera del ER, y 3) proteínas que 
participan en la destrucción selectiva de proteínas anormales, 
como se mencionó antes. 

m Fosforilación de una proteína clave (elFa) necesaria para la 
síntesis de proteína. Esta modificación inhibe la síntesis pro- 
teínica y disminuye el flujo de proteínas nuevas al retículo 
endoplásmico. Esto suministra a la célula una oportunidad de 
retirar las proteínas que ya están en la luz del retículo endo- 
plásmico. 


Un dato interesante es que la respuesta a la proteína no ple- 
gada es más que un mecanismo de supervivencia celular; tam- 
bién incluye la activación de una vía que conduce a la muerte de 
la célula. Se presupone que la reacción a la proteína no plegada 
confiere un mecanismo para aliviar a la célula de condiciones de 


FIGURA 8-18 Un modelo de la respuesta a proteínas desplegadas (UPR, 
unfolded protein response) de los mamíferos. El ER contiene proteínas 
transmembranosas que funcionan como sensores de los fenómenos que 
ocurren en la luz del mismo. En condiciones normales, estos sensores se 
encuentran en estado inactivo como resultado de su relación con chape- 
ronas, sobre todo BiP (paso 1). Si el número de proteínas no plegadas o 
mal plegadas aumenta a niveles altos, se atraen chaperonas para ayudar 
al plegamiento de proteínas, lo que deja a los sensores en su estado libre 
activado y son capaces de iniciar una UPR. Se han identificado al menos 
tres vías UPR distintas en las células de mamíferos, cada una activada por 
un sensor proteínico diferente. Dos de estas vías se muestran en esta ilus- 
tración. En una de estas vías, la liberación de la proteína BiP inhibidora 
conduce a la dimerización de un sensor (llamado PERK) (paso 2). En su 
estado dimérico, PERK se convierte en una proteína cinasa activada que 
fosforila una proteína (elF2a), necesaria para iniciar la síntesis de proteí- 
nas (paso 3). Este factor de traducción se encuentra inactivo en el estado 
fosforilado, que impide que la célula sintetice más proteínas en el ER (paso 
4) y brinda más tiempo a la célula para procesar las proteínas ya existentes 
en la luz del ER. En la segunda vía mostrada en la figura la liberación de la 
proteína inhibidora BiP permite que el sensor (llamado AT'F6) se desplace 
al aparato de Golgi, donde el dominio citosólico de la proteína se separa 
de su dominio transmembrana (paso 2a). La porción citosólica del sensor 
se difunde por el citosol (paso 3a) y al núcleo (paso 4a), donde estimula la 
expresión de genes cuyas proteínas codificadas alivian la tensión en el ER 
(paso 5a). Éstas incluyen chaperonas, proteínas de cobertura que forman 
vesículas de transporte y proteínas de la maquinaria de control de calidad. 


estrés. Si estas medidas correctivas no tienen éxito, se activa la vía 
de muerte celular y la célula se destruye. 


Del retículo endoplásmico al aparato de Golgi: 
primer paso en el transporte vesicular 


Los sitios de salida de las cisternas del RER están desprovis- 
tos de ribosomas, y en ellos se forman las primeras vesículas de 
transporte de la vía biosintética. El viaje desde el retículo endo- 
plásmico al aparato de Golgi puede seguirse en forma visual en 
células vivas si las proteínas secretoras se marcan con la proteína 
verde fluorescente (GFP, green fluorescent protein), como se des- 
cribe en la página 267. Con esta técnica, se observa que poco 
después de desprenderse de la membrana del ER, las vesículas de 
transporte se fusionan entre sí para formar vesículas más grandes 
y túbulos interconectados en la región entre el ER y el aparato 
de Golgi. Esta región se llamó compartimiento intermedio entre 
el retículo endoplásmico y el aparato de Golgi (ERGIC, endo- 
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plasmic reticulum Golgi intermediate compartment), y los transpor- 
tadores vesiculotubulares que se forman en él se denominaron 
(VTC, vesicular-tubular carrier) (fig. 8-25a). Una vez formados, 
los VTC se alejan del retículo endoplásmico hacia el aparato de 
Golgi. La figura 8-19 muestra el movimiento de dos de estos 
transportadores membranosos vesiculotubulares del ERGIC al 
aparato de Golgi. El movimiento de los VTC ocurre sobre rieles 
compuestos por microtúbulos. 


FIGURA 8-19 Visualización del tránsito de membrana con el uso de una 


marca fluorescente. Esta serie de fotografías muestra una pequeña por- 
ción de una célula viva de mamífero que se infectó con el virus de la esto- 
matitis vesicular (VSV) que contiene el gen quimérico VSVG-GFP (pág. 
268). Una vez que se sintetiza en el ER rugoso, la proteína de fusión emite 
una fluorescencia verde que puede seguirse conforme la proteína se mueve 


por la célula. En la serie de fotografías que se muestran, dos portadores 
vesiculotubulares (flechas) que contienen la proteína fluorescente se des- 
prendieron del ER y se mueven hacia el aparato de Golgi (GC). La serie 
de fenómenos representados tienen lugar en un periodo de 13 s. La barra 
representa 6 mm. (REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE JOHN F. PRESLEY 
ET AL. NATURE 389:82, 1997; © 1997, MacmILLAN MAGAZINES, Lro.) 
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REVISIÓN 


1. ¿Cuáles son las principales diferencias morfológicas 
entre el RER y el SER y cuáles son sus funciones? 
Describa los pasos que ocurren entre el momento en 
que el ribosoma se une con un RNA mensajero que 
codifica una proteína secretora y el momento en que la 
proteína sale del retículo endoplásmico rugoso. 

3. ¿Cómo se insertan las proteínas recién sintetizadas en 
una membrana? 

Describa algunas de las formas en que los organelos 
membranosos pueden mantener su composición única a 
pesar del tránsito continuo de membranas y materiales 
a través de ellos. 

Describa cómo se mantiene la asimetría de la 
membrana conforme ésta se mueve del retículo 
endoplásmico a la membrana plasmática. 

Describa los mecanismos por los cuales la célula 
asegura que las proteínas mal plegadas: 1) no salgan del 
retículo endoplásmico y 2) no se acumulen hasta niveles 
excesivos dentro de la luz del retículo endoplásmico. 


2 
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Y 
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8.4 EL APARATO DE GOLGI 


En los últimos años del siglo x1x, un biólogo italiano, Camillo 
Golgi, inventó nuevos procedimientos de tinción para revelar la 
organización de las células nerviosas dentro del sistema nervioso 
central. En 1898, Golgi aplicó una tinción metálica a las células 
nerviosas del cerebelo y descubrió una red teñida de oscuro loca- 
lizada cerca del núcleo celular. Esta red, que más tarde se identi- 
ficó en otros tipos celulares y se llamó aparato de Golgi, llevó a 
su descubridor a obtener el Premio Nobel en 1906. El aparato de 
Golgi permaneció como centro de controversia durante decenios 
entre los que creían que el organelo existía en las células vivas y 
los que pensaban que era un artefacto, es decir, una estructura ar- 
tificial formada durante la preparación para el estudio microscó- 
pico. No fue sino hasta que el aparato de Golgi se identificó con 
claridad en células sin fijación, preparadas por congelamiento y 
fractura (fig. 18-17) que se comprobó su existencia más allá de 
cualquier duda razonable. 

El aparato de Golgi tiene una morfología característica, 
consistente sobre todo en cisternas membranosas aplanadas, pa- 
recidas a discos, con bordes dilatados, vesículas y túbulos relacio- 
nados (fig. 8-20a). Las cisternas, cuyos diámetros típicos oscilan 
entre 0.5 y 1.0 um, están dispuestas en una pila ordenada, muy 
parecida a una superposición de hojuelas, y curvadas de tal forma 
que semejan un tazón poco profundo (fig. 8-205).* Por lo ge- 
neral, una pila de Golgi contiene menos de ocho cisternas. Una 
célula individual puede contener desde unas cuantas hasta varios 
miles de pilas distintas, según sea el tipo de célula. Las pilas de 
Golgi en las células de los mamíferos están conectadas entre sí 
por túbulos membranosos para formar un solo complejo gran- 
de parecido a un listón situado junto al núcleo de la célula (fig. 
8-20c). Una mirada más cercana a una cisterna individual sugiere 
que las vesículas se desprenden de un dominio tubular periférico 
de cada cisterna (fig. 8-204). Como se explicó antes, muchas de 


*Algunas veces, una sola pila de Golgi en las células vegetales se llama dictiosoma. 


estas vesículas contienen una cubierta proteínica distintiva que 
puede verse en la figura 8-204. 

El aparato de Golgi se divide en varios compartimientos 
con funciones diferentes dispuestos a lo largo de un eje, desde 
la cara cis, o de entrada más cercana al ER, hasta la cara frans o 
de salida, en el lado opuesto de la pila (fig. 8-204,5). La cara más 
cis del organelo la forma una red de túbulos conectados entre 
sí que se conoce como red cis de Golgi (CGN). Se cree que la 
CGN funciona sobre todo como una estación de clasificación 
que distingue entre las proteínas que deben enviarse de regreso 
al retículo endoplásmico (pág. 291) y aquellas a las que se les 
permite avanzar a la siguiente estación de Golgi. La mayor parte 
del aparato de Golgi consiste en una serie de cisternas grandes 
y aplanadas que se dividen en cisternas cis, mediales y trans (fig. 
8-20a). La cara más trans del organelo contiene una red distin- 
tiva de túbulos y vesículas llamada red trans de Golgi (TGN). 
La TGN es una estación de clasificación en la que las proteínas 
se separan en distintos tipos de vesículas, ya sea hacia la mem- 
brana plasmática o a varios destinos intracelulares. Se cree que 
los elementos membranosos del aparato de Golgi cuentan con el 
soporte mecánico de un esqueleto periférico de la membrana o 
andamiaje compuesto por varias proteínas, incluidas integrantes 
de las familias de la espectrina, anquirina y actina, proteínas que 
también están presentes como parte del esqueleto de la membra- 
na plasmática (pág. 142). La estructura de Golgi puede mantener 
un enlace físico con proteínas motoras que dirigen el movimien- 
to de las vesículas y túbulos que entran y salen del aparato de 
Golgi. Se piensa que un grupo separado de proteínas fibrosas 
forma una “matriz” de Golgi que tiene una función clave en el 
desarmado y rearmado del aparato de Golgi durante la mitosis. 

La figura 8-21 muestra evidencia visual de que el aparato 
de Golgi no tiene una composición uniforme de un extremo al 
otro. Las diferencias en la composición de los compartimientos 
de membrana desde la cara cis a la trans reflejan el hecho de que 
el aparato de Golgi es sobre todo una “planta procesadora”. Las 
proteínas de membrana recién sintetizadas, así como las proteí- 
nas secretoras y lisosómicas, salen del ER y entran al aparato de 
Golgi por su cara cis y luego pasan a través de la pila hasta la 
cara trans. Conforme avanzan por la pila, las proteínas origina- 
les sintetizadas en el retículo endoplásmico rugoso sufren varias 
modificaciones específicas. En la actividad del aparato de Golgi 
mejor estudiada, los carbohidratos de la proteína se modifican 
por una serie de reacciones enzimáticas secuenciales, como se 
describe en la siguiente sección. 


Glucosilación en el aparato de Golgi 


El aparato de Golgi tiene una función esencial en el ensamble 
del componente carbohidrato de las glucoproteínas y glucolí- 
pidos. Cuando se interrumpió de forma momentánea el tema 
de la síntesis de cadenas de carbohidratos con enlaces N en la 
página 281, los residuos de glucosa acababan de retirarse de los 
extremos del oligosacárido central. Conforme las nuevas glu- 
coproteínas solubles y de membrana pasan por las cisternas cis 
y media de la pila de Golgi, la mayor parte de los residuos de 
manosa también se retira de los oligosacáridos centrales y se 
agregan otros azúcares en forma secuencial por acción de varias 
glucosiltransferasas. 

En el aparato de Golgi, como en el retículo endoplásmico 
rugoso, la secuencia en la que se incorporan los azúcares en los 
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i FIGURA 8-20 El aparato de Golgi. (a) Modelo esquemático de una porción de un 


aparato de Golgi de una célula epitelial del aparato reproductor masculino de la rata. 
Los elementos de los compartimientos cis y trans a menudo son discontinuos y se ven 
como redes tubulares. (4) Micrografía electrónica de una porción de una célula de tapa 
radicular de tabaco que muestra la polaridad cis a trans de la pila de Golgi. (c) Micro- 
grafía de fluorescencia de una célula de mamífero cultivada. La posición del aparato 
de Golgi se revela por la fluorescencia roja que marca la localización de anticuerpos 
contra una proteína de la cubierta COPI. (4) Micrografía electrónica de una sola cis- 
terna de Golgi que muestra dos dominios distintos, un dominio central cóncavo y un 
dominio periférico irregular. El dominio periférico consiste en una red tubular de la 
cual se desprenden yemas cubiertas con proteína. (A: TOMADA DE A. RAMBOURG Y Y. 
CLERMONT. Eur. J. CELL Bror. 51:195, 1990; B: CORTESÍA DE Thomas H. GIDDINGS; 
C: TOMADA DE ANDREI V. Nikonov ET AL., J. CELL BroL. 158:500, 2002; CORTESÍA 
DE GERT KREIBICH CON AUTORIZACIÓN DE LOS DERECHOS RESERVADOS DE LA Roc- 
KEFELLER UNIVERSITY Press, DE PecGY J. Werbman y Jonn Heuser, TRENDS CELL 
BıoL. 5:303, 1995; © 1995, CON AUTORIZACIÓN DE ELSEVIER SCIENCE.) 


(d) | 0.1 um 


oligosacáridos depende de la disposición espacial de las gluco- 
siltransferasas específicas que entran en contacto con la proteína 
recién sintetizada a medida que se mueve por la pila de Golgi. 
Por ejemplo, la enzima sialiltransferasa, que coloca un ácido siá- 


lico en la posición terminal de la cadena en células animales, se 
localiza en el extremo frans de la pila de Golgi, como era de 
esperarse si las glucoproteínas nuevas se movieran de manera 
continua hacia esta parte del organelo. En cambio con los fenó- 
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FIGURA 8-21 Diferencias regionales en la composición de la membra- 
na a través de la pila de Golgi. (a) El tetróxido de osmio reducido se 
impregna en forma preferencial a las cisternas cis del aparato de Golgi. 
(2) La enzima manosidasa II, que participa en el ajuste de los residuos de 
manosa del oligosacárido central como se describe en el texto, se localiza 
sobre todo en las cisternas medias. (c) La enzima nucleósido difosfatasa, 


menos de glucosilación que ocurren en el retículo endoplásmico, 
que acoplan un solo oligosacárido central, los pasos de la gluco- 
silación en el aparato de Golgi pueden ser muy variados y pro- 
ducen dominios de carbohidrato con una notable diversidad en 
la secuencia. Una de las muchas vías posibles de glucosilación se 
muestra en la figura 8-22. A diferencia de los oligosacáridos con 
enlaces N, cuya síntesis comienza en el retículo endoplásmico, los 


que separa los dinucleótidos (p. ej., UDP) después de donar su azúcar, 
se ubica de forma preferencial en las cisternas trans. (A, C: TOMADAS DE 
RoserT S. Decker, J. CELL BroL. 61:603, 1974; B: TOMADA DE ÁNGEL 
VELASCO ET AL., J]. CELL BroL. 122:41, 1993. TODAS CON AUTORIZA- 
CIÓN DE LOS DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY 
Press.) 


unidos con proteínas mediante enlaces O (fig. 4-11) se articulan 
dentro del aparato de Golgi. 

El aparato de Golgi también es el sitio donde se sintetiza la 
mayor parte de los polisacáridos complejos de la célula, incluidas 
las cadenas de glucosaminoglucanos del proteoglucano que se 
muestra en la figura 7-9a, así como las pectinas y hemicelulosa 
de las paredes celulares de las plantas (fig. 7-376). 


O 12) © (4) © (6) (7) 
Manosidasa-a | Transferasa | Manosidasa-o. ll GIcNAc- Fucosiltrans- Sialil- 
de GlcNAc transferasa II ferasa y galactosil- transferasa 
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medial Golgi trans Golgi 
(O N-acetilglucosamina v Manosa A Galactosa E Ácido siálico 4 Fucosa 


FIGURA 8-22 Pasos en la glucosilación de un oligosacárido con enlace 
N de mamífero típico en el aparato de Golgi. Después del retiro de los 
tres residuos de glucosa varios residuos de manosa se eliminan, mientras 
diversos azúcares (N-acetilglucosamina, galactosa, fucosa y ácido siálico) 


se agregan al oligosacárido por acción de glucosiltransferasas específicas. 
Estas enzimas son proteínas integrales de la membrana cuyos sitios ac- 
tivos están dirigidos hacia las cisternas de Golgi. Ésta es sólo una de las 
numerosas vías de glucosilación. 


El movimiento de materiales a través 
del aparato de Golgi 


Desde hace mucho ya se estableció que los materiales se mueven 
por los diversos compartimientos del aparato de Golgi; empero, 
dos nociones de la manera en que esto ocurre han dominado el 
campo durante años. Hasta mediados del decenio de 1980 se 
aceptaba en general que las cisternas de Golgi eran estructuras 
transitorias. Se presuponía que tales cisternas formaban la cara 
cis de la pila mediante la fusión de los portadores membranosos 
desde el retículo endoplásmico y el ERGIC y que cada cisterna 
se movía físicamente desde el extremo cis al trans de la pila y 
cambiaba de composición conforme avanzaba. Esto se conoce 
como el modelo de maduración de las cisternas porque, de acuerdo 
con el modelo, cada cisterna “madura” a lo largo de la pila. 

De mediados del decenio de 1980 a mitad del de 1990, el 
modelo de maduración del movimiento de Golgi casi se aban- 
donó y se sustituyó por un modelo alternativo que proponía que 
las cisternas de una pila de Golgi permanecían en su sitio como 
compartimientos estables. En este último modelo, que se cono- 
ce como modelo de transporte vesicular, el cargamento (proteínas 
secretoras, lisosómicas y de membrana) se lanza a través de la 
pila de Golgi, desde la CGN hasta la TGN, en vesículas que se 
desprenden de un compartimiento de membrana y se fusionan 
con un compartimiento contiguo más avanzado en la pila. El 


(a) Modelo de transporte vesicular 


FIGURA 8-23 La dinámica del transporte por el aparato de Golgi. (a) 
En el modelo de transporte vesicular, el cargamento (puntos negros) se 
lleva en sentido anterógrado en vesículas de transporte, mientras que 
las cisternas mismas permanecen como elementos estables. (4) En el 
modelo de maduración de cisternas, éstas progresan en forma gradual 
de la posición cis a la trans y luego se dispersan en la TGN. Las vesículas 
de transporte llevan enzimas residentes de Golgi (indicadas por las ve- 
sículas de color) en sentido retrógrado. Los objetos con forma de lente 
representan grandes materiales de cargamento, como los complejos de 
procolágena de los fibroblastos. (c) Micrografía electrónica de un área 
del aparato de Golgi en un corte congelado delgado de una célula que 
se infectó con el virus de la estomatitis vesicular (VSV). Los puntos 
negros son partículas de oro nanométricas unidas mediante anticuerpos 
a la proteína VSVG, una molécula de cargamento anterógrado. El car- 
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modelo de transporte vesicular se ilustra en la figura 8-234 y su 
aceptación depende sobre todo de dos tipos de observaciones: 


1. Cada una de las diversas cisternas de Golgi de una pila tie- 
ne una población distinta de enzimas residentes (fig. 8-21). 
¿Cómo podrían las diversas cisternas tener propiedades tan 
diferentes si cada cisterna diera origen a la que le sigue en la 
línea, como lo sugería el modelo de maduración de cisternas? 


2. Utilizando el microscopio electrónico es posible reconocer 
grandes cantidades de vesículas que se desprenden de los 
bordes de las cisternas de Golgi. En 1983, James Rothman 
et al. de la Stanford University usaron preparaciones de 
membranas de Golgi acelulares (pág. 280) para demostrar 
que las vesículas de transporte son capaces de desprenderse 
de las cisternas de Golgi y fusionarse con otra cisterna in 
vitro. Este experimento crucial estableció la base para una 
hipótesis que sugería que dentro de la célula, las vesículas 
que llevan cargamento se desprendían de cisternas cis y se 
fusionaban con cisternas situadas en una posición más trans 
en la pila. 


Aunque ambos modelos de la función de Golgi aún tienen 
defensores, el consenso de opinión regresó al modelo de madu- 
ración de cisternas. Algunas de las principales razones para este 
cambio son las siguientes: 


(b) Modelo de maduración de cisternas 


gamento se limita a las cisternas y no aparece en las vesículas cercanas 
(flechas). (4) Micrografía electrónica similar a c pero en este caso las par- 
tículas de oro no están unidas al cargamento, sino a la manosidasa II, una 
enzima residente de las cisternas mediales de Golgi. La enzima aparece 
en una vesícula (flecha) y las cisternas. Se presume que la vesícula mar- 
cada transporta la enzima en sentido retrógrado para compensar el mo- 
vimiento de avance de la enzima como resultado de la maduración de las 
cisternas. La barra representa 0.2 um. (Un tercer modelo para el trans- 
porte dentro del aparato de Golgi se describe en Cel! 133:951, 2008.) 
(C: TOMADA DE ALEXANDER A. MIRONOV ET AL., CORTESÍA DE ÁLBER- 
TO Lurn1.J. CELL BroL. 155:1234, 2001; D: TOMADA DE José A. MARTI- 
NEZ MENÁRGUEZ, ET AL., CORTESÍA DE JUDITH KLUMPERMAN, J. CELL 
BroL. 155:1214, 2001. AMBOS CON AUTORIZACIÓN DE LOS DERECHOS 
RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 


288 Capítulo 8 SISTEMAS DE MEMBRANA CITOPLÁSMICA: ESTRUCTURA, FUNCIÓN Y TRÁNSITO EN LA MEMBRANA 


mM El modelo de maduración de las cisternas contempla un apa- 
rato de Golgi altamente dinámico en el cual los principales 
elementos del organelo, las cisternas, se forman continua- 
mente en la cara cis y se dispersan a la cara trans. Según esta 
idea, la existencia misma del aparato de Golgi en sí depende 
del influjo continuo de transportadores desde el retículo en- 
doplásmico y el ERGIC. Como lo predice este modelo, cuan- 
do la formación de transportadores en el retículo endoplásmi- 
co es bloqueada por tratamiento de las células con fármacos 
específicos o por el uso de mutantes sensibles a la tempera- 
tura (pág. 268), el aparato de Golgi simplemente desaparece. 
Cuando se retira el fármaco o las células mutantes vuelven 
a colocarse a temperaturas propicias, el aparato de Golgi se 
reensambla con rapidez a medida que se renueva el transporte 
desde el retículo endoplásmico. 

E Se puede demostrar que ciertos materiales que se producen 
en el retículo endoplásmico y viajan por el aparato de Gol- 
gi permanecen en las cisternas del mismo y nunca aparecen 
dentro de las vesículas de transporte relacionadas con dicho 
aparato. Por ejemplo, los estudios con fibroblastos indican 
que grandes complejos de moléculas de procolágena (precur- 
sores de la colágena extracelular) se mueven de las cisternas cis 
a las cisternas trans sin salir nunca de la luz de la cisterna. 

m Hasta mediados del decenio de 1990 se asumió que las ve- 
sículas de transporte siempre se movían hacia adelante (en 
sentido anterógrado), esto es, de un origen cis a un destino 
más trans. No obstante, una gran cantidad de evidencia in- 
dicó que las vesículas pueden moverse hacia atrás (en sentido 
retrógrado), es decir, de una membrana donadora trans a una 
membrana receptora cis. 

mM Estudios con células de levadura vivas en gemación que con- 
tenían proteínas de Golgi con tinción fluorescente han mos- 
trado de manera directa que la composición de una cisterna 
de Golgi individual puede cambiar con el tiempo: desde una 
que contiene proteínas residentes tempranas de Golgi (cis) 
hasta una que contiene proteínas residentes tardías de Golgi 
(trans). Los resultados de este experimento se muestran en la 
micrografía que abre el capítulo 18 y no son compatibles con 
el modelo de transporte vesicular. Queda por determinar si 
estos resultados obtenidos en levaduras pueden extrapolarse 
al aparato de Golgi de los mamíferos, que tiene una estructu- 
ra apilada más compleja. 


En la figura 8-234 se presenta una versión actual del modelo 
de maduración de las cisternas. A diferencia de las versiones ori- 
ginales del modelo de maduración de cisternas, la versión que se 
muestra en la figura 8-23% reconoce el papel de las vesículas de 
transporte, de las cuales ya se demostró que se desprenden de las 
membranas de Golgi. Sin embargo, en este modelo estas vesículas 
de transporte no lanzan el cargamento en sentido anterógrado, 
sino que transportan las enzimas residentes de Golgi en senti- 
do retrógrado. Este modelo de transporte en el aparato de Gol- 
gi cuenta con el apoyo de las micrografías electrónicas del tipo 
ilustrado en la figura 8-23c,d. Estas micrografías muestran cortes 
ultradelgados de células de mamífero cultivadas, que se cortaron 
de un bloque congelado. En ambos casos, los cortes congelados 
se trataron con anticuerpos que estaban unidos con partículas de 
oro antes del examen al microscopio electrónico. La figura 8-23c 
presenta un corte a través del aparato de Golgi después del tra- 
tamiento con anticuerpos marcados con oro que se unen con una 


proteína del cargamento, en este caso la proteína viral VSVG (pág. 
268). Las moléculas de VSVG se hallan dentro de las cisternas, 
pero no en las vesículas cercanas (fechas), lo que indica que el car- 
gamento se traslada en sentido anterógrado dentro de las cisternas 
en maduración, pero no dentro de pequeñas vesículas de trans- 
porte. La figura 8-23d muestra un corte a través de un aparato de 
Golgi después del tratamiento con anticuerpos marcados con oro 
que se unen con una proteína residente del aparato de Golgi, en 
este caso la enzima procesadora manosidasa II. A diferencia de la 
proteína de cargamento VSVG, las moléculas de manosidasa II se 
encuentran en las cisternas y las vesículas relacionadas (fecha), lo 
cual apoya la propuesta de que estas vesículas se usan para trans- 
portar enzimas residentes de Golgi en sentido retrógrado. 

El modelo de maduración de cisternas que se muestra en 
la figura 8-23% explica cómo las diferentes cisternas de Golgi 
en una pila pueden tener una identidad única. Por ejemplo, una 
enzima como la manosidasa Il, que retira residuos de manosa de 
los oligosacáridos y se limita casi del todo a las cisternas medias 
(fig. 8-21), puede reciclarse hacia atrás en vesículas de transporte 
a medida que cada cisterna avanza hacia el extremo trans de la 
pila. Hay que señalar que varios investigadores prominentes to- 
davía argumentan, con base en otros resultados experimentales, 
que la carga puede trasladarse mediante vesículas de transporte 
desde las cisternas de Golgi para continuar su avance. Por tanto, 
este asunto todavía debe aclararse. 


REVISIÓN 


1. Describa los pasos que ocurren cuando una proteína 
soluble, como una enzima digestiva en una célula 
pancreática, se mueve del RER a la cisterna cis de 
Golgi, y desde la cisterna cis a la red trans de Golgi. 

2. ¿Cuál es el papel del fosfato de dolicol en la síntesis de 
las glucoproteínas de membrana?, ¿cómo se determina 
la secuencia de los azúcares unidos con la proteína? 

3. ¿Qué comparación puede establecerse entre el proceso 
de glucosilación en el aparato de Golgi y el del retículo 
endoplásmico rugoso? 

4. ¿Cómo puede conciliarse el modelo de maduración de 
cisternas de la actividad en el aparato de Golgi con la 
presencia de vesículas de transporte en la región de este 
organelo? 


8.5 TIPOS DE TRANSPORTE EN VESÍCULAS 
Y SUS FUNCIONES = ž = Žž = 


La vía biosintética de una célula eucariota consiste en una se- 
rie de distintos organelos limitados por membrana que partici- 
pan en la síntesis, modificación y entrega de proteínas solubles 
y membranosas en su destino apropiado en la célula. Como se 
ilustra en la figura 8-2a, los materiales son transportados entre 
compartimientos por vesículas (u otros tipos de transportadores 
limitados por membrana) que se desprenden de membranas do- 
nantes y se fusionan con las membranas receptoras. Si se revisan 
micrografías electrónicas en busca de vesículas atrapadas en el 
acto de desprenderse, se encuentra que la mayoría de estas yemas 
membranosas están cubiertas en su superficie citosólica por una 


FIGURA 8-24 Vesículas cubier- Er 
Membranas y 


tas. Estas micrografías electró- 
nicas muestran que la superficie 
externa (citosólica) de las mem- 
branas de estas vesículas posee 
una cubierta proteínica distinti- 
va. La micrografía de la izquierda 
(a) muestra la vesícula cubierta 
COP II mientras la micrografía 
de la derecha (4) muestra una 
vesícula cubierta COP 1. (Cor- 
TESÍA DE RANDY SCHEKMAN Y 
LeLio Orci.) 


(a) 


capa electrodensa “difusa”. Un análisis más cuidadoso revela que 
la capa teñida de color oscuro consta de una cubierta proteínica 
formada por proteínas solubles que se ensamblan en la superfi- 
cie citosólica de la membrana donante en sitios en que ocurre 
el desprendimiento de las vesículas. El ensamblaje es iniciado 
por la activación de una pequeña proteína G que es reclutada 
específicamente en ese sitio. Cada yema cubierta se desprende 
para formar una vesícula cubierta, como la que se muestra en la 
figura 8-24. Se pueden formar vesículas de tamaño y estructura 
similares en sistemas libres de células, como se ilustra en la figura 
8-6. (El descubrimiento de las vesículas cubiertas se trata en la 
sección Vías experimentales al final del capítulo.) 

Las cubiertas de proteína tienen por lo menos dos funciones 
distintas: 1) actúan como dispositivo mecánico que hace que la 
membrana se curve y forme una vesícula desprendible y 2) pro- 
porcionan un mecanismo para seleccionar los componentes que 
transporta la vesícula. Los componentes seleccionados incluyen: 
a) cargamento consistente en proteínas secretoras, lisosómicas y 
de membrana que deben transportarse y b) la estructura nece- 
saria para dirigir y conectar la vesícula con la membrana recep- 
tora correcta (pág. 296). En los dos casos mejor comprendidos 
(figs. 8-26 y 8-40), la cubierta de la vesícula está formada por dos 
capas distintas de proteínas: una jaula externa o andamiaje que 
forma el marco de la cubierta y una capa interna de adaptadores 
que sirve principalmente para unir el cargamento de la vesícula. 
Como se explica más adelante, los adaptadores pueden seleccio- 
nar moléculas de cargamento específico en virtud de su afinidad 
específica por las “colas” citosólicas de proteínas integrales que 
residen dentro de la membrana donadora (fig. 8-254). 

Se han identificado diferentes clases de vesículas cubiertas; 
se distinguen por las proteínas que conforman la cubierta, su 
apariencia al microscopio electrónico y su función en el tránsito 
celular. Las tres vesículas cubiertas mejor estudiadas son las si- 
guientes: 


1. Las vesículas cubiertas con COP II (fig. 8-24a) desplazan 
materiales del retículo endoplásmico “hacia adelante” al 
ERGIC y al aparato de Golgi. (Recuérdese que en la página 
283 se mencionó que el ERGIC es el compartimiento inter- 
medio situado entre el retículo endoplásmico y el aparato de 
Golgi.) (COP es una sigla para las proteínas de cubierta, del 


inglés coat proteins.) 
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Membrana ` 


(b) 20 nm 


2. Las vesículas cubiertas con COP I (fig. 8-24b) mueven ma- 
teriales en sentido retrógrado: 1) del ERGIC y pila de Golgi 
“hacia atrás” al ER y 2) de las cisternas Golgi trans “de regre- 
so” a las cisternas Golgi cis (fig. 8-25a). 

3. Las vesículas cubiertas con clatrina movilizan materiales 
de la TGN a los endosomas, lisosomas y vacuolas vegetales. 
También mueven materiales de la membrana plasmática a los 
compartimientos citoplásmicos a lo largo de la vía endocítica. 
Asimismo, se han referido en el tránsito de los endosomas y 
los lisosomas. 


En las secciones siguientes se considera cada tipo de vesícu- 
la cubierta. La figura 8-25a presenta un resumen de los diversos 
pasos del transporte en la vía biosintética o secretora mediados 
por cada una de estas vesículas cubiertas. 


Vesículas cubiertas con COP Il: 
transporte de cargamento del retículo 
endoplásmico al aparato de Golgi 


Las vesículas cubiertas con COP II median la primera rama del 
traslado por la vía biosintética, del ER al ERGIC y la red cis de 
Golgi (fig. 8-25a,b). La cubierta COP II contiene cinco proteí- 
nas que se identificaron por primera vez en células mutantes de 
levaduras que no podían realizar el transporte del ER al aparato 
de Golgi. Más tarde se encontraron homólogos de las proteínas 
de levaduras en las cubiertas de vesículas que se desprenden del 
ER en células de mamíferos. Los anticuerpos contra las proteí- 
nas de la cubierta COP II bloquean el desprendimiento de las 
vesículas de las membranas del ER, pero no tienen efecto en el 
movimiento de cargamento en otras etapas en la vía secretora. 
Las cubiertas COP II seleccionan y concentran ciertos 
componentes para transportar en vesículas. Ciertas proteínas 
integrales de membrana del ER se capturan en forma selectiva 
porque contienen señales de “exportación del ER” como parte de 
su cola citosólica. Estas señales interactúan de manera específica 
con las proteínas COP II de la cubierta de vesícula (fig. 8-254). 
Las proteínas seleccionadas por las vesículas cubiertas con COP 
II incluyen: 1) enzimas que actúan en las etapas avanzadas de 
la vía biosintética, como las glucosiltransferasas del aparato 
de Golgi (indicadas como proteínas de membrana color naranja 
en la fig. 8-255); 2) proteínas de membrana participantes en la 
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fijación y fusión de la vesícula con el compartimiento blanco, y 3) 
proteínas de membrana que pueden unirse con cargamento solu- 
ble (como las proteínas secretoras, indicadas con las esferas rojas 
en la figura 8-254). Las mutaciones en uno de estos receptores de 
cargamento se han vinculado con un trastorno hemorrágico he- 
reditario. Las personas con esta anomalía no secretan ciertos fac- 
tores de coagulación que promueven la coagulación sanguínea. 
Entre las proteínas de cubierta COP II se encuentra una pe- 
queña proteína G llamada Sarl, que es reclutada específicamente 
en la membrana del retículo endoplásmico. Como otras proteínas 
G, Sarl tiene una función reguladora, en este caso en el inicio de 
la formación de la vesícula y la regulación del ensamblaje de la 
cubierta de la vesícula. Estas actividades se ilustran en la figura 
8-26. En el paso 1 de la figura 8-26a, Sar1 es reclutada en la 
membrana del retículo endoplásmico en la forma unida a GDP y 
es inducida a intercambiar su GDP por una molécula de GTP. Al 
unirse a GTP, Sar1 sufre un cambio de conformación que hace 
que la hélice a N terminal se inserte en la hoja citosólica de la 
bicapa del retículo endoplásmico (paso 2). Se ha demostrado que 
este suceso dobla la bicapa lipídica, lo cual constituye un paso im- 


portante en la conversión de una membrana aplanada en una ve- 
sícula esférica. Es probable que a la flexión de la membrana con- 
tribuya con un cambio en el empaquetamiento de los lípidos que 
constituyen las dos hojas de la bicapa. En el paso 3, Sar1-GTP 
atrajo dos polipéptidos adicionales de la cubierta COP II, Sec23 
y Sec24, que se unen como un dímero “con forma de banana”. 
Por su forma curva (fig. 8-26b), el dímero Sec23-Sec24 ejerce 
presión adicional sobre la superficie de la membrana que le ayuda 
a doblarse más en una yema curva. Sec24 también funciona como 
la principal proteína adaptadora de la cubierta COP II que inter- 
actúa de manera específica con las señales de exportación del ER 
en las colas citosólicas de las proteínas de membrana destinadas 
para trasladarse al aparato de Golgi. En el paso 4 de la figura 
8-26a, las subunidades restantes de la cubierta COP II, Sec13 y 
Sec31, se unen con la membrana para formar la jaula estructural 
externa de la cubierta proteínica. La figura 8-26% muestra una 
representación de una vesícula de 40 nm con la cubierta COP II 
unida a su superficie. La jaula Sec13-Sec31 se ensambla en una 
celosía relativamente sencilla en la que cada arista está formada 
por la convergencia de cuatro ramas Sec13-Sec31 (fig. 8-262). La 
interfase entre las subunidades Sec13-Sec31 tiene cierto grado 


FIGURA 8-25 Propuesta del movimiento de materiales mediante el 
transporte vesicular entre los compartimientos membranosos de la 
vía biosintética/secretora. (a) Se cree que los tres tipos diferentes de ve- 
sículas cubiertas indicadas en este dibujo tienen distintas funciones en el 
transporte. Las vesículas cubiertas con COP II median el transporte del 
ER al ERGIC y al aparato de Golgi. Las vesículas cubiertas con COP 
I regresan las proteínas del ERGIC y aparato de Golgi al ER. Las vesí- 
culas cubiertas con COP 1 también trasladan las enzimas de Golgi entre 
las cisternas en sentido retrógrado. Las vesículas cubiertas con clatrina se 
encargan del transporte de la TGN a los endosomas y lisosomas. En esta 
representación no se muestra el transporte de materiales a lo largo de la 
vía endocítica. (5) Ilustración del ensamble de una vesícula cubierta con 
COP II. El ensamblaje comienza cuando Sarl es enviada a la membrana 
del retículo endoplásmico y se activa por intercambio del GDP que lleva 
unido por GTP. Estos pasos se muestran en la figura 8-26. Las proteínas 
de cargamento de la luz del ER (esferas y rombos rojos) se unen con los 
extremos luminales de los receptores transmembranosos para cargamen- 
to. A continuación, estos receptores se concentran en la vesícula cubierta 
mediante la interacción de sus colas citosólicas con componentes de la 
cubierta COP II. Las proteínas residentes del ER (p. ej., BiP) casi siem- 
pre se excluyen de las vesículas cubiertas. Las que llegan a incluirse en una 
vesícula cubierta se regresan al ER como se describe más adelante en el 
texto. Una de las proteínas de la cubierta COP II, Sec24, puede encon- 
trarse por lo menos en cuatro isoformas distintas. Es probable que las 
isoformas de esta proteína reconozcan y se unan a las proteínas de mem- 
brana con diferentes señales clasificadoras, lo que amplía la especificidad 
en tipos de materiales que pueden transportarse en las vesículas COP II. 
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FIGURA 8-26 Funciones propuestas de las proteínas cubiertas de COP 
II en la generación de la curvatura de la membrana, el ensamblaje de la 
cubierta proteínica y la captura de carga. (2) En el paso 1, las moléculas 
de Sar1-GDP han sido enviadas a la membrana del retículo endoplásmico 
por una proteína llamada GEF (factor de intercambio de guanina) que 
cataliza el intercambio del GDP unido por GTP unido. En el paso 2, 
cada molécula de Sar1-GT'P ha extendido una hélice a digitiforme a lo 
largo de la membrana dentro de la hoja citosólica. Este suceso induce la 
curvatura de la bicapa lipídica en ese sitio. En el paso 3, un dímero forma- 
do por dos polipéptidos COP II (Sec23 y Sec24) ha sido reclutado por la 
molécula Sar1-GTP unida. Se piensa que el dímero Sec23-Sec24 induce 
un aumento de la curvatura de la membrana durante la formación de la 
vesícula. Tanto Sarl como Sec23-Sec24 pueden contribuir a la curvatura 
de la membrana cuando se incuban con liposomas sintéticos in vitro. El 
cargamento transmembrana se acumula dentro de la vesícula COP II en 
formación cuando sus colas citosólicas se unen con el polipéptido Sec24 
de la cubierta COP IL En el paso 4, los polipéptidos COP IT restantes 
(Sec13 y Sec31) se unieron al complejo para formar un andamiaje estruc- 
tural externo de la cubierta. (5) Un modelo molecular de la jaula externa 
Sec13-Sec31 de la cubierta COP II, como se armaría alrededor de una 
“vesícula” de 40 nm. Cada borde o rama de la celosía que conforma la jaula 
consiste en un heterotetrámero (dos subunidades Sec31 mostradas en ver- 
de oscuro y verde claro, y dos subunidades Sec13 en colores naranja y rojo). 
Cuatro de estas ramas convergen para formar cada vértice de la celosía. En 
este modelo también se muestran dos copias del complejo Sar1-Sec23- 
Sec24 (mostrados en rojo, magenta y azul, respectivamente) que formarían 


de flexibilidad que les permite formar jaulas de diámetro variable, 
lo que se adapta a vesículas de distintos tamaños. 

Una vez que se ensambla toda la cubierta COP II, la yema se 
separa de la membrana del ER en la forma de una vesícula cubier- 
ta por COP II. Antes que la vesícula cubierta pueda fusionarse 
con una membrana blanco, la cubierta proteínica debe desensam- 
blarse y sus componentes se liberan al citosol. El desacoplamiento 
se inicia por la hidrólisis del GTP unido para producir una sub- 
unidad Sarl-GDP, que tiene menor afinidad por la membrana 
de la vesícula. La separación de Sarl-GDP de la membrana va 
seguida de la liberación de otras subunidades COP II. 


Vesículas cubiertas con COP I: 
transporte de proteínas escapadas 
de regreso al retículo endoplásmico 


Las vesículas cubiertas con COP 1 se identificaron por primera 
vez en experimentos en los que las células se trataron con mo- 


léculas de estructura similar al GTP (análogos de GTP), pero a 
diferencia de éste, no pueden hidrolizarse. En tales condiciones, 
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la capa interna de la cubierta COP II. Puede verse cómo la superficie 
interna del complejo Sec23-Sec24 se adapta a la curvatura de la vesícu- 
la. (B: TOMADA DE STEPHAM FATH ET AL., POR CORTESÍA DE JONATHAN 
GOLDBERG, CELL 129:1333, 2007, CON AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 


FIGURA 8-27 Acumulación de vesículas cubiertas con COP I. Esta 
micrografía muestra el aparato de Golgi de una célula permeabilizada 
que se trató con un análogo de GTP no hidrolizable (GTPyS). Se re- 
conocen muchas vesículas cubiertas con COP I y yemas cubiertas. La 
cubierta COP I contiene un complejo ya ensamblado de siete proteínas 
diferentes, además de la proteína ARF1 para unión con GTP. (TomADA 
DE James E. RorHman Y LeLro Orci, FASEB J 4:1467, 1990.) 
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las vesículas cubiertas con COP 1 se acumularon dentro de la 
célula (fig. 8-27) y se pudieron aislar de las células homogeneiza- 
das mediante centrifugación por gradiente de densidad (sección 
18.6). Las vesículas cubiertas con COP 1 se acumulan en presen- 
cia de un análogo de GT'P no hidrolizable porque, como sus con- 
trapartes COP IL la cubierta posee una proteína de unión con 
GTP llamada ARF1, cuyo GTP unido debe hidrolizarse antes 
de desarticularse la cubierta. Las vesículas cubiertas con COP 1 
median el transporte retrógrado de proteínas, incluido el movi- 
miento de: 1) las enzimas residentes en el aparato de Golgi en di- 
rección trans a cis (como se indica en la figura 8-234, que muestra 
una molécula de manosidasa II marcada con oro en una vesícula 
COP I) y 2) enzimas residentes del ER del ERGIC y el aparato 
de Golgi de regreso al retículo endoplásmico (fig. 8-25a). Para 
comprender la función de las vesículas cubiertas con COP 1 en el 
transporte retrógrado hay que considerar un tema más general. 


Conservación y recuperación de las proteínas residentes 
del retículo endoplásmico Si se desprenden vesículas en 
forma continua de los compartimientos de membrana, ¿cómo es 
que cada compartimiento conserva su composición única? ¿Qué 
determina, por ejemplo, si una proteína particular en la membra- 
na del ER permanece en éste o se traslada al aparato de Golgi? 
Los estudios sugieren que las proteínas se mantienen en un or- 
ganelo por una combinación de dos mecanismos: 


1. Retención de las moléculas residentes que se excluyen de las 
vesículas de transporte. La retención puede basarse sobre 
todo en las propiedades físicas de la proteína. Por ejemplo, 
no es probable que las proteínas solubles que son parte de 
grandes complejos y las proteínas de membrana con domi- 
nios transmembrana cortos entren a la vesícula de transporte. 


2. Recuperación de las moléculas “prófugas” para devolverlas al 
compartimiento en que se encuentran normalmente. 


Las proteínas que habitualmente residen en el ER, sea en la 
luz o la membrana, contienen secuencias cortas de aminoácidos 
en su extremo C que sirven como señales de recuperación, lo que 
asegura su regreso al ER en caso que se trasladen por acciden- 
te hacia el ERGIC o aparato de Golgi. La recuperación de las 
proteínas del ER “prófugas” de estos compartimientos se realiza 
mediante receptores específicos que capturan las moléculas y las 
regresan al ER en vesículas cubiertas con COP I (figs. 8-25a, 
8-28). Las proteínas solubles residentes de la luz del ER (como la 
isomerasa de disulfuro de proteínas y las chaperonas moleculares 
que facilitan el plegamiento) casi siempre tienen la señal de recu- 
peración “lis-asp-glu-leu” (o KDEL en la nomenclatura de una 
sola letra). Como se muestra en la figura 8-28, estas proteínas se 
reconocen y regresan al ER por el receptor KDEL, una proteína 
integral de la membrana que se traslada entre los compartimien- 
tos cis Golgi y los de ER. Si la secuencia KDEL se borra de una 
proteína del ER, las proteínas prófugas no regresan al ER, sino 
que se traslada al aparato de Golgi. Por el contrario, cuando se 
manipula una célula con ingeniería genética para que exprese 
una proteína lisosómica o secretora que contiene un extremo C 
KDEL adicional, esa proteína se regresa al ER en lugar de en- 
viarse a su destino apropiado. Las proteínas de membrana que 
residen en el ER también tienen una señal de recuperación 
que se une con la cubierta COP I, lo que facilita su regreso al ER. 
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FIGURA 8-28 Recuperación de proteínas del ER. Las proteínas residentes 
del ER contienen secuencias de aminoácidos que permiten su recupera- 
ción del aparato de Golgi si se incorporan de manera accidental en una ve- 
sícula de transporte de Golgi. Las proteínas solubles del ER llevan la señal 
de recuperación KDEL. La recuperación se realiza cuando las proteínas 
solubles del ER se unen con receptores para KDEL que se encuentran en 
la pared membranosa de los compartimientos cis de Golgi. A su vez, los re- 
ceptores KDEL se unen con las proteínas de la cubierta COP I, lo que per- 
mite que el complejo entero se recicle de nuevo al retículo endoplásmico. 


Las secuencias más frecuentes de recuperación para las proteínas 
de la membrana de ER incluyen dos residuos básicos estrecha- 
mente vinculados, casi siempre KKXX (donde K es lisina y X es 
cualquier aminoácido). Cada compartimiento de membrana en 
la vía biosintética puede tener sus propias señales de recupera- 
ción, lo que ayuda a explicar cómo cada compartimiento mantie- 
ne su complemento único de proteínas a pesar del movimiento 
constante de vesículas que entran y salen del mismo. 


Más allá del aparato de Golgi: ordenamiento 
de proteínas en la red trans de Golgi (TGN) 


A pesar de la descripción de las vesículas de transporte, aún hay 
que examinar cómo una proteína particular sintetizada en el ER 
se dirige a un destino celular particular. Es importante que una 
célula sea capaz de distinguir entre las diversas proteínas que ela- 
bora. Por ejemplo, una célula pancreática tiene que separar las 
enzimas digestivas nuevas que se secretan a un conducto de las 
moléculas de adhesión celular recién sintetizadas que al final se 
instalan en la membrana plasmática y de las enzimas lisosómicas 
que se dirigen a los lisosomas. Esto se logra cuando la célula 
separa las proteínas destinadas a sitios diferentes en distintos 
portadores limitados por membranas. La red trans de Golgi, que 


Endocitosis 
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es la última estación en el aparato de Golgi, funciona como una 
instancia clasificadora y dirige las proteínas hacia diversos desti- 
nos. La más conocida de las vías posteriores del aparato de Golgi 
es la que lleva enzimas lisosómicas. 


Ordenamiento y transporte de enzimas lisosómicas Las 
proteínas lisosómicas se sintetizan en ribosomas unidos con la 
membrana en el ER y se transportan al aparato de Golgi junto 
con otros tipos de proteínas. Una vez en las cisternas de Golgi, 
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FIGURA 8-29 Dirección de las enzimas lisosómicas a los lisosomas. (a) 
Hay una enzima en las cisternas cis que reconoce a las enzimas lisosó- 
micas y transfiere una N-acetilglucosamina fosforilada de un donador 
azúcar nucleótido a uno o más residuos de manosa de oligosacáridos con 
enlace N. Después, la fracción glucosamina se retira en un segundo paso 
por acción de una segunda enzima lo que deja residuos de manosa 6-fos- 
fato como parte de la cadena de oligosacárido. (4) Esquema que muestra 
las vías que sigue una enzima lisosómica (negro) desde el sitio de síntesis 
en el ER hasta su entrega al lisosoma. Los residuos de manosa de la enzima 
lisosómica se fosforilan en las cisternas de Golgi (paso 1) y luego se 
incorporan en forma selectiva en la vesícula cubierta con clatrina en la 
TGN (paso 2). Se cree que los receptores para manosa 6-fosfato tienen 
una doble función (paso 3): interactúan en forma específica con las enzi- 
mas lisosómicas en el lado luminal de la vesícula e interactúan de manera 
específica con los adaptadores en la superficie citosólica de la vesícula 
(se muestra en la figura 8-30). Los receptores para manosa 6-fosfato se 
separan de las enzimas (paso 4) y regresan al aparato de Golgi (paso 5). 
Las enzimas lisosómicas se vacían a un endosoma (paso 6) y al final a un 
lisosoma. Los receptores para manosa 6-fosfato también están presentes 
en la membrana plasmática donde pueden capturar enzimas lisosómicas 
que se secretan hacia el espacio extracelular y regresan las enzimas a una 
vía que las dirige a un lisosoma (paso 7). 


ciertas enzimas reconocen a las enzimas lisosómicas solubles y 
catalizan la adición de un grupo fosfato en dos pasos a ciertos 
azúcares manosa de las cadenas de carbohidrato con enlaces N 
(fig. 8-29a). Por tanto, a diferencia de otras glucoproteínas clasi- 
ficadas en TGN, las enzimas lisosómicas tienen residuos de ma- 
nosa fosforilada que actúan como señales de clasificación. Este 
mecanismo de separación de proteínas se descubrió mediante 
estudios en células de seres humanos que carecían de las enzimas 
participantes en la adición de fosfato (descrito en Perspectiva 
humana, pág. 299). Los receptores para manosa 6-fosfato (MPR) 
reconocen y capturan a las enzimas lisosómicas que llevan la se- 
ñal manosa 6-fosfato; los receptores son proteínas integrales de 
la membrana que cruzan las membranas de la TGN (fig. 8-292). 

Las enzimas lisosómicas se transportan desde la TGN en 
vesículas cubiertas con clatrina (el tercer y último tipo de vesícu- 
las cubiertas que deben describirse). La estructura de las vesículas 
cubiertas con clatrina se aborda en la página 303 junto con la 
endocitosis, un proceso que se conoce mejor que el desprendi- 
miento de vesículas en la TGN. Por ahora es suficiente con seña- 
lar que las cubiertas de estas vesículas contienen: 1) una celosía 
externa parecida a un panal formada por la proteína clatrina, la 
cual constituye un soporte estructural, y 2) una capa interna for- 
mada por adaptadores de proteína que cubre la superficie de la 
membrana de la vesícula y que está dirigida hacia el citosol (fig. 
8-30). El término adaptador describe una molécula que vincula 
físicamente dos componentes distintos. Las enzimas lisosómicas 
están flanqueadas desde la TGN por una familia recién descu- 
bierta de proteínas adaptadoras llamadas GGA. 

Como se indica en el recuadro de la figura 8-30, una molé- 
cula de GGA tiene varios dominios, cada uno capaz de sujetar 
una proteína diferente que participa en la formación de vesículas. 
Los extremos exteriores de los adaptadores GGA se unen con las 
moléculas de clatrina, con lo que fijan la configuración de éstas a 
la superficie de la vesícula. En la superficie interna, los adaptado- 
res GGA se unen con una señal clasificadora en las colas citosóli- 
cas de los receptores para manosa 6-fosfato. A su vez, estos MPR 
se unen con las enzimas lisosómicas solubles dentro de la luz de 
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FIGURA 8-30 Formación de vesículas cubiertas con clatrina en la red 
trans de Golgi. Las vesículas cubiertas con clatrina que se desprenden de 
la TGN contienen GGA, una proteína adaptadora consistente en varios 
dominios distintos. Uno de los dominios de GGA se une con los domi- 
nios citosólicos de las proteínas de membrana incluidas las que al final 
se instalan en la membrana limitante del lisosoma y también el MPR 
que transporta enzimas lisosómicas. Otros dominios de GGA se unen 
con ARFI y con la red citosólica circundante de moléculas de clatrina. 


la vesícula (fig. 8-30, recuadro). Como resultado de estas interac- 
ciones con los adaptadores GGA, los MPR de la membrana de 
la red trans de Golgi y las enzimas lisosómicas dentro de la luz 
de la TGN se concentran en las vesículas cubiertas con clatrina. 
Como sucede con la formación de vesículas con COP I y COP 
IL la producción de vesículas cubiertas con clatrina comienza con 
el reclutamiento en la membrana de una pequeña proteína para 
unión con GTP, en este caso ARF1, que establece las condiciones 
para la unión de las otras proteínas de la cubierta. Una vez que la 
vesícula se desprende de la TGN, la cubierta de clatrina se pierde 
y la vesícula descubierta avanza a su destino, el cual puede ser un 
endosoma temprano, endosoma tardío o vacuola en una célula ve- 
getal. Antes de llegar a alguno de estos organelos, los MPR se se- 
paran de las enzimas lisosómicas y regresan a la TGN (fig. 8-295) 
para iniciar otra ronda de transporte de enzima lisosómica. 


Separación y transporte de proteínas no lisosómicas 
Las proteínas lisosómicas no son los únicos materiales que aban- 
donan la TGN. Como se indica en la figura 8-2, las proteínas 
de membrana destinadas a la membrana plasmática y los ma- 
teriales secretores destinados a la exportación fuera de la célula 
también se transportan desde la TGN, pero se sabe poco de los 
mecanismos implicados. De acuerdo con un modelo, los porta- 
dores membranosos se producen cuando la TGN se fragmen- 
ta en vesículas y túbulos de diversos tamaños. Este concepto se 
adapta al modelo de maduración de cisternas, que propone que 
las cisternas del aparato de Golgi se mueven en forma continua 
en dirección a la TGN, donde tendrían que dispersarse para per- 
mitir la maduración continua de la pila del Golgi. Se cree que las 
proteínas que se descargan a la célula mediante un proceso de 


secreción regulada, como el caso de las enzimas digestivas y las 
hormonas, forman agregados selectivos que al final se retienen 
en gránulos secretores grandes y muy concentrados. Al parecer, 
estos agregados atrapados como gránulos secretores inmaduros 
se desprenden de los márgenes de las cisternas frans de Golgi y 
la TGN. En algunas células, se observan túbulos largos que son 
jalados de la TGN por proteínas motoras que operan a lo lar- 
go de trayectos microtubulares. Luego, estos túbulos se dividen 
en varias vesículas o gránulos por fisión de membrana. Una vez 
que salen de la TGN, el contenido de los gránulos secretores 
se concentra. Al final, los gránulos maduros se almacenan en el 
citoplasma hasta que su contenido se libera después de la estimu- 
lación de la célula por una hormona o impulso nervioso. 

La entrega dirigida de las proteínas integrales a la membra- 
na plasmática parece basarse sobre todo en las señales de separa- 
ción en los dominios citoplásmicos de las proteínas de membra- 
na. Hay muchas investigaciones que se han enfocado en células 
polarizadas, como las que se muestran en la figura 8-11. En es- 
tas células, las proteínas de membrana destinadas a residir en la 
porción apical de la membrana plasmática contienen diferentes 
señales de separación respecto de las de proteínas destinadas a la 
porción lateral o basal. Es posible que las proteínas plasmáticas 
de células no polarizadas, como los fibroblastos y los leucocitos, 
no requieran señales de separación especiales. Tal vez estas pro- 
teínas tan sólo se trasladen de la TGN a la superficie celular en 
vesículas de la vía secretora constitutiva (fig. 8-20). 


Direccionamiento de las vesículas 
a un compartimiento particular 


La fusión de las vesículas requiere interacciones específicas entre 
membranas diferentes. Por ejemplo, las vesículas del ER se fusio- 
nan con el ERGIC o red cis de Golgi y no con una cisterna trans. 
La fusión selectiva es uno de los factores que asegura un flujo di- 
recto por los compartimientos membranosos de la célula. A pe- 
sar de un gran esfuerzo de investigación, aún no se comprenden 
del todo los mecanismos por medio de los cuales las células di- 
rigen a las vesículas a compartimientos especiales. Se asume que 
una vesícula contiene proteínas específicas relacionadas con su 
membrana que regulan los movimientos y el potencial de fusión 
de esa vesícula. Para comprender la naturaleza de estas proteínas, 
se consideran los pasos que ocurren entre el desprendimiento de 
la vesícula y la fusión de la misma. 


1. Movimiento de la vesícula hacia el compartimiento blanco es- 
pecífico. En muchos casos, las vesículas membranosas deben 
viajar distancias considerables en el citoplasma antes de llegar 
a su objetivo final. Estos tipos de movimiento están mediados 
sobre todo por microtúbulos, que actúan como las vías de un 
tren que lleva contenedores con cargamento a lo largo de 
un trayecto definido hacia un destino predeterminado. Por 
ejemplo, los portadores membranosos que se observan en la 
figura 8-19 se mueven del ERGIC al aparato de Golgi me- 
diante microtúbulos. 


2. Fijación de las vesículas al compartimiento blanco. Se cree que 
los contactos iniciales entre una vesícula de transporte y sus 
membranas blanco, como una cisterna de Golgi, están me- 
diados por proteínas fijadoras. Se han descrito dos grupos de 
proteínas fijadoras (fig. 8-31a): proteínas fibrosas cilíndricas, 
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Membrana blanco 
(a) Fijación 


Vesículas de transporte 
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FIGURA 8-31 Pasos propuestos en el direccionamiento de vesículas de 
transporte a las membranas blanco. (a) Según este modelo, las proteínas 
Rab sobre la vesícula y la membrana blanco participan en la atracción de 
proteínas fijadoras que median el contacto inicial entre las dos membranas. 
Se muestran dos tipos de proteínas fijadoras: proteínas fibrosas muy alar- 
gadas (p. ej., p115 y EEA1) y complejos multiproteínicos (p. ej., exoquiste 
y TRAPPD. (4) Durante la etapa de acoplamiento que lleva a la fusión 
de las membranas, un v-SNARE presente en la membrana de la vesícula 
interactúa con los t-SNARE situados en la membrana blanco para formar 
un haz helicoidal a de cuatro cadenas que pone las dos membranas en con- 
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(c) 


SNAP-25 una de las t-SNARE, es una proteína de membrana periféri- 
ca unida con la bicapa lipídica mediante un ancla lipídica, en lugar de un 
dominio transmembrana. SNAP-25 contribuye con dos hélices al paquete 
SNARE de cuatro hélices. (c) Modelo de una vesícula sináptica que muestra 
la distribución de sólo una de sus proteínas constituyentes, la sinaptobrevina 
SNARE. Esta densidad superficial y estructuras de las moléculas de sinap- 
tobrevina se basan en cálculos del número de estas proteínas por vesícula y 
la estructura conocida de la molécula. (C: TOMADA DE SHIGEO TTAKAMORI 
ET AL., CELL 127:841, 2006, POR CORTESÍA DE REINHARD JAHN, CON AU- 
TORIZACIÓN DE CELL Press.) 


tacto estrecho (véase la siguiente figura). En los casos descritos en el texto, 


capaces de formar un puente molecular entre las dos mem- 
branas a una distancia considerable (50 a 200 nm) y gran- 
des complejos de múltiples proteínas que parecen mantener 
próximas las dos membranas. Se formuló la hipótesis de que 
la fijación es una etapa temprana en el proceso de fusión de las 
vesículas que requiere especificidad entre la vesícula y el com- 
partimiento blanco. Gran parte de esta especificidad podría 
derivar de una familia de pequeñas proteínas G llamadas Rab, 
que fluctúan entre el estado activo unido con GTP y el estado 
inactivo unido con GDP. Las Rab unidas con GTP se relacio- 
nan con membranas mediante un ancla de lípido. Con más de 
60 genes Rab diferentes, identificados en los seres humanos, 
estas proteínas constituyen el grupo más diverso de proteínas 


participantes en el tránsito de membrana. Más importante es 
que distintas proteínas Rab se vinculan con distintos compar- 
timientos de membrana. Esta localización preferencial da a 
cada compartimiento una identidad de superficie única, nece- 
saria para reclutar las proteínas implicadas en la especificidad 
de direccionamiento. En su estado unido con GTP, las Rab 
tienen una función clave en la dirección hacia un blanco me- 
diante la atracción de proteínas fijadoras citosólicas específi- 
cas hacia superficies de membrana específicas (fig. 8-314). Las 
Rab también tienen una función clave en la regulación de las 
actividades de muchas proteínas implicadas en otros aspectos 
del tráfico de membrana, incluidas las proteínas motoras que 
mueven vesículas membranosas por el citoplasma (fig. 9-528). 
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3. Acoplamiento de las vesículas al compartimiento blanco. En 


(b) 


algún momento durante el proceso que conduce a la fusión 
vesicular, las membranas de la vesícula y el compartimien- 
to blanco entran en contacto estrecho como resultado de la 
interacción entre las regiones citosólicas de las proteínas in- 
tegrales de las dos membranas. Las proteínas clave que par- 
ticipan en estas interacciones se conocen como SNARE y 
constituyen una familia de más de 35 proteínas de membrana 
cuyos miembros se localizan en compartimientos subcelula- 
res específicos. Aunque las proteínas SNARE tienen estruc- 
turas y tamaños muy diversos, todas poseen un segmento en 
su dominio citosólico llamado motivo SNARE que consiste 
en 60 a 70 aminoácidos capaces de formar un complejo con 
otro motivo SNARE. Las SNARE pueden dividirse en dos 
categorías, SNARE-v, que se incorporan en las membra- 
nas de vesículas de transporte durante el desprendimiento, y 
SNARE-t, que se localizan en las membranas de los compar- 
timientos blanco (fig. 8-314). Las SNARE mejor estudiadas 
son las que median el acoplamiento de vesículas sinápticas 
con la membrana presináptica durante la liberación regulada 
de neurotransmisores (pág. 163). En este caso, la membra- 
na plasmática de la célula nerviosa contiene dos SNARE-t, 
sintaxina y SNAP-25, en tanto que la membrana de la vesí- 
cula sináptica contiene una sola SNARE-v, la sinaptobrevi- 


na. La figura 8-31c muestra la distribución de las moléculas 
de sinaptobrevina en una vesícula sináptica representativa. 
Cuando la vesícula sináptica y la membrana presináptica se 
aproximan una a la otra, los motivos SNARE de las molé- 
culas SNARE-t y v de las membranas próximas interactúan 
para formar haces de cuatro hélices como se muestra en la 
figura 8-32a. Cada haz consiste en cuatro hélices a, dos dona- 
das por SNAP-25 y una por la sintaxina y la sinaptobrevina, 
respectivamente. Juntas, estas hélices a paralelas forman un 
rizo entretejido ajustado que tira de las dos bicapas de lípidos 
y las aproxima bastante (figs. 8-31) y 8-32a). La formación 
de haces similares helicoidales de cuatro cadenas tiene lugar 
entre otras proteínas SNARE en otros sitios de la célula, en 
dondequiera que las membranas estén destinadas a fusionar- 
se. Es interesante señalar que las proteínas SNARE de la ve- 
sícula sináptica y la membrana presináptica son los blancos 
de dos de las toxinas bacterianas más potentes: las causantes 
del botulismo y el tétanos. Estas toxinas letales actúan como 
proteasas cuyo único sustrato conocido son las SNARE. La 
escisión de los SNARE neuronales por las toxinas bloquea la 
liberación de neurotransmisores, lo que causa parálisis. 


. Fusión entre las membranas de la vesícula y el blanco. Cuando 


las vesículas artificiales de lípidos (liposomas) con categoría 


(d) 


FIGURA 8-32 Un modelo de interacciones entre v-SNARE y t-SNARE que condu- 
cen a la fusión de membrana y exocitosis. (a) La vesícula sináptica se acopló con la 
membrana plasmática mediante la formación de paquetes de cuatro cadenas que inclu- 
yen hélices æ donadas por la sintaxina (rojo), sinaptobrevina (azul) y SNAP-25 (verde). 
SNAP-25 contribuye con dos hélices y carece de un dominio transmembranoso (ama- 
rillo). (4) Estado de transición propuesto en la fusión de las dos membranas. Se muestra 


una pequeña cavidad llena con agua en el centro del haz transmembranoso de hélices. 
(c) Las hélices transmembranosas que antes estaban en las dos membranas separadas 


ahora se hallan en la misma bicapa y se abrió un poro de fusión entre la vesícula y la 
membrana blanco. En este momento ya puede descargarse el contenido de neurotrans- 
misor de la vesícula por exocitosis. (4) Micrografía electrónica de barrido de la super- 
ficie extracelular de un par de células alveolares (pulmonares) cultivadas y estimuladas 
para descargar proteínas que se habían almacenado en gránulos secretores. El material 
se expulsa de la célula a través de aberturas lisas circulares que se presupone son poros de 
fusión dilatados. La flecha muestra un poro de fusión que no se dilató, fácil de distinguir 
de las “lágrimas” artificiales (punta de flecha) que se forman durante la preparación del 
espécimen. (A-C: TOMADAS DE PenR A.B. HARBURY, STRUCTURE 6:1490, 1998; D: TO- 
MADA DE Thomas HALLER ET AL., J. CELL BroL. 155:286, 2001. CON AUTORIZACIÓN 
DE LOS DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 


SNARE-+t purificada se mezclan con liposomas que contie- 
nen una SNARE-v purificada, los dos tipos de vesículas se 
fusionan entre sí, pero no las vesículas del mismo tipo. Este 
hallazgo indica que las interacciones entre las proteínas SNA- 
RE-t y v son capaces de unir dos bicapas de lípidos con la 
fuerza suficiente para hacer que se fusionen (fig. 8-320,c). Sin 
embargo, hay mucha evidencia que sugiere que aunque la in- 
teracción entre las proteínas SNARE-y y t es necesaria para 
la fusión de las membranas, no es suficiente por sí misma pa- 
ra inducir la fusión dentro de una célula. De acuerdo con la idea 
prevaleciente sobre la secreción regulada de las moléculas de 
neurotransmisor, el haz SNARE de cuatro cadenas permane- 
ce cerrado en una conformación inactiva por su interacción 
con proteínas accesorias. Las vesículas que se encuentran en 
esta etapa permanecen acopladas con la membrana y listas 
para descargar su contenido en forma casi instantánea una vez 
que reciban una señal de activación en la forma de un incre- 
mento de la concentración de Ca?* (como se explica más ade- 
lante). Sin importar cuál sea la forma en que se regule, una vez 
que se fusionan las bicapas de lípidos de las dos membranas, 
las SNARE que sobresalían antes de membranas separadas 
residen en la misma membrana (fig. 8-32c). La disociación del 
complejo SNARE de cuatro cadenas se logra con una proteí- 
na citosólica con forma de rosquilla llamada NSF que se une 
con el haz SNARE y, usando energía procedente de la hidró- 
lisis de ATP (trifosfato de adenosina), lo tuerce para separarlo. 


Ahora que se describieron los fenómenos que ocurren du- 
rante la fusión de una vesícula con una membrana blanco es posi- 
ble regresar a la pregunta, ¿cómo se determina la especificidad de 
esta interacción? De acuerdo con el consenso actual, la capacidad 
de una vesícula y membrana blanco particulares para fusionarse 
depende de la combinación específica de proteínas que interac- 
túan, incluidas proteínas de fijación, proteínas Rab y SNARE 
que pueden ensamblarse en ese sitio de la célula. Consideradas 
en conjunto, estas múltiples interacciones entre varios tipos de 
proteínas proporcionan una gran especificidad, lo que asegura 
que cada compartimiento de membrana pueda reconocerse en 
forma selectiva. 


Exocitosis La fusión de una vesícula secretora o gránulo se- 
cretor con la membrana plasmática y la descarga subsiguiente 
de su contenido se llama exocitosis. Es probable que la exoci- 
tosis ocurra en forma continua en la mayor parte de las células, 
conforme se envían proteínas y otros materiales a la membrana 
plasmática y el espacio extracelular. Sin embargo, los ejemplos 
mejor estudiados de la exocitosis son los que ocurren durante la 
secreción regulada, sobre todo la liberación de neurotransmisores 
a la hendidura sináptica. En estos casos, la fusión de la membra- 
na produce una abertura a través de la cual se libera el contenido 
de la vesícula o gránulo hacia el espacio extracelular. En la página 
164 se indicó que la llegada de un impulso nervioso al botón 
terminal de una neurona induce un aumento de la entrada de 
Ca?* con la descarga subsecuente de moléculas de neurotrans- 
misor por exocitosis. En este caso, la fusión está regulada por 
una proteína de unión con calcio (sinaptotagmina) presente en 
la membrana de la vesícula sináptica. En otros tipos de células, la 
exocitosis casi siempre se inicia por la liberación de Ca?* de las 
reservas citoplásmicas. Se cree que el contacto entre la vesícula y 
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las membranas plasmáticas conduce a la formación de un peque- 
ño “poro de fusión” recubierto con proteína (fig. 8-32c). Algunos 
poros de fusión tan sólo se cierran de nuevo, pero en la mayoría 
de los casos el poro se dilata con rapidez para formar una abertu- 
ra para que se descargue el contenido de la vesícula (fig. 8-32d). 
Al margen del mecanismo, cuando una vesícula citoplásmica se 
fusiona con la membrana plasmática, la superficie luminal de la 
membrana de la vesícula se vuelve parte de la superficie externa 
de la membrana plasmática, mientras que la superficie citosóli- 
ca de la membrana de la vesícula se torna parte de la cara interna 
(citosólica) de la membrana plasmática (fig. 8-14). 


REVISIÓN 


1. ¿Qué determina la especificidad de la interacción entre la 
vesícula de transporte y el compartimiento de membrana 
con el cual se fusiona?, ¿en qué forma participan las pro- 
teínas SNARE en el proceso de fusión de membrana? 
Describa los pasos que aseguran que una enzima 
lisosómica se dirigirá a un lisosoma y no a una vesícula 
secretora. ¿Cuál es la función de las proteínas GGA? 
Compare las funciones de las vesículas cubiertas con 
COP I y COP II en el tránsito de proteínas. 
4. ¿Cómo aseguran las señales de recuperación que 
las proteínas se mantengan como residentes de un 
compartimiento de membrana particular? 


N 


Y 


8.6 LI MA 


Los lisosomas son los organelos digestivos de una célula animal. 
Un lisosoma típico contiene cerca de 50 enzimas hidrolíticas 
diferentes (cuadro 8-1) que se producen en el retículo endo- 
plásmico rugoso y se dirigen a estos organelos. Consideradas en 
conjunto, las enzimas lisosómicas pueden hidrolizar todo tipo de 
macromoléculas biológicas. Las enzimas de un lisosoma com- 
parten una propiedad importante: todas alcanzan su actividad 
óptima en un pH ácido, por lo que son hidrolasas ácidas. El pH 
óptimo de estas enzimas se sitúa por debajo del pH del compar- 
timiento lisosómico, que se aproxima a 4.6. La elevada concen- 
tración interna de protones se mantiene mediante una bomba de 
protones (una ATP-asa de H+) presente en la membrana que 
limita al organelo. Las membranas lisosómicas contienen diver- 
sas proteínas integrales muy glucosiladas cuyas cadenas de car- 
bohidratos se cree que forman un recubrimiento protector para 
la membrana contra el ataque de las enzimas que encierra. 

Aunque los lisosomas tienen una colección predecible de 
enzimas, su apariencia en las micrografías electrónicas no es dis- 
tintiva ni uniforme. La figura 8-33 muestra una pequeña porción 
de una célula de Kupffer, una célula fagocítica del hígado que 
atrapa eritrocitos viejos. Los lisosomas de una célula de Kupffer 
tienen una forma irregular y densidad electrónica variable, lo que 
ilustra qué tan difícil es identificar estos organelos sólo con base 
en su morfología. 

La presencia dentro de una célula del lisosoma, que es en 
esencia una bolsa de enzimas destructivas, sugiere varias funcio- 
nes posibles. La función mejor estudiada es la degradación de 
materiales que llegan a la célula desde el ambiente extracelular. 
Muchos organismos unicelulares ingieren partículas de alimento 
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CUADRO 8-1 Una muestra de enzimas lisosómicas 


Enzima Sustrato 


Fosfatasas 


Monoésteres de fosfato 
Diésteres de fosfato 


Fosfatasa ácida 
Fosfodiesterasa ácida 


Nucleasas 

Ribonucleasa ácida RNA 
Desoxirribonucleasa ácida DNA 
Proteasas 

Catepsina Proteínas 
Colagenasa Colágena 


Enzimas que hidrolizan glucosaminoglucanos 


Sulfato de dermatán 
Sulfato de queratán 
Sulfato de heparán 
Sulfato de heparán 


Sulfatasa de iduronato 
Galactosidasa B 

Sulfatasa N de heparán 
N-acetilglucosaminidasa a 


Polisacaridasas y oligosacaridasas 


Glucosidasa ar Glucógeno 
Fucosidasa Fucosiloligosacáridos 
Manosidasa a Manosiloligosacáridos 
Sialidasa Sialiloligosacáridos 
Enzimas que hidrolizan esfingolípidos 

Ceramidasa Ceramida 
Glucocerebrosidasa Glucosilceramida 
Hexosaminidasa B Gangliósido Gyz 
Arilsulfatasa A Galactosilsulfatida 
Enzimas que hidrolizan lípidos 

Lipasa ácida Triacilgliceroles 
Fosfolipasa Fosfolípidos 


que luego degradan por medios enzimáticos en un lisosoma. Los 
nutrientes obtenidos pasan por la membrana lisosómica hacia el 
citosol. En los mamíferos, las células fagocíticas como los macró- 
fagos y los neutrófilos funcionan como eliminadores que ingieren 
los detritos y microorganismos que pudieran ser peligrosos (pág. 
308). Las bacterias ingeridas casi siempre se desactivan por el pH 
bajo del lisosoma y luego se someten a la digestión enzimática. 
Como se muestra en la figura 17-24, los péptidos producidos por 
este proceso digestivo se “sitúan” en la superficie celular, donde 
pueden alertar al sistema inmunitario sobre la presencia de un 
agente extraño. 

Los lisosomas también tienen una función clave en el re- 
cambio de organelos, o sea en la destrucción regulada de los pro- 
pios organelos celulares y su remplazo. Durante este proceso, que 
se denomina autofagia, un organelo, como la mitocondria que se 
muestra en la figura 8-34, se rodea con una doble membrana 
para producir una estructura llamada autofagosoma. Después, la 
membrana externa se fusiona con un lisosoma para producir un 
autofagolisosoma, en el cual el organelo encerrado se degrada y 
los productos de degradación se hacen disponibles para la célula. 
Se calcula que una mitocondria se somete a la autofagia cada 
10 min en una célula hepática de mamífero. Si la célula carece 
de nutrientes, se observa aumento notorio de la autofagia. En 
tales condiciones, la célula adquiere la energía para mantener 
su vida mediante el canibalismo de sus propios organelos. En 
años recientes se ha demostrado que la autofagia también ayuda 


FM 
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FIGURA 8-33 Lisosomas. Porción de una célula fagocítica de Kupffer 
de hígado que muestra por lo menos 10 lisosomas de tamaños muy va- 
riables. (Tomana DE Hans GLAUMANN ET AL., J. CELL Biou. 67:887, 
1975. Con AUTORIZACIÓN DE LOS DERECHOS RESERVADOS DE LA 
RockeFELLER Un1versitTY Press.) 


FIGURA 8-34 Autofagia. Micrografía electrónica de una mitocondria y 
un peroxisoma rodeados por una envoltura de membrana doble. Esta 
vacuola autofágica o autofagosoma puede fusionarse con un lisosoma y 
su contenido digerido. (Tomana DE Don FawceTT Y DANIEL FrIEND/ 
Puoro RESEARCHERS.) 
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FIGURA 8-35 Resumen de la vía autofágica. Los pasos se describen en 
el texto. 


El conocimiento actual de los mecanismos por los cuales las proteínas 
se dirigen a organelos particulares comenzó con el descubrimiento de 
que los residuos de manosa 6-fosfato de las enzimas lisosómicas actúan 
como un “domicilio” para entregar estas proteínas a los lisosomas. El 
descubrimiento del domicilio de los lisosomas se efectuó en estudios de 
pacientes con una rara enfermedad hereditaria y mortal conocida como 
enfermedad de células I. En estos sujetos, muchas células contienen liso- 
somas llenos con material no degradado. Los materiales se acumulan en 
los lisosomas por la ausencia de enzimas hidrolíticas. Cuando se estudia- 
ron los fibroblastos de estas personas en cultivo, se encontró que las enzi- 
mas lisosómicas se sintetizan en cantidades normales, pero se secretan al 
medio y no se destinan a los lisosomas. El análisis minucioso reveló que 
las enzimas secretadas carecían de los residuos de fosfato de manosa que 
se observan en las enzimas correspondientes de células de individuos 
normales. El defecto de las células I pronto se rastreó hasta la deficiencia 
de una enzima (NV-acetilglucosamina fosfotransferasa) necesaria para la 
fosforilación de la manosa en el aparato de Golgi (fig. 8-29a). 

En 1965, H.G. Hers, de la University of Louvian en Bélgica, ofreció 
una explicación del modo en que la ausencia de una enzima lisosómica 
que parecía sin importancia, la glucosidasa alfa, podía conducir al desa- 
rrollo de un trastorno hereditario mortal conocido como enfermedad de 
Pompe. Este investigador sugirió que, en ausencia de la glucosidasa alfa, 
el glucógeno no digerido se acumula en los lisosomas, lo que aumenta el 


a proteger al organismo contra amenazas intracelulares que van 
desde agregados proteínicos anormales hasta bacterias invasoras. 
Si se bloquea la autofagia en una parte particular del cerebro, 
esa región del sistema nervioso central experimenta una pérdida 
masiva de células nerviosas. Estos hallazgos revelan la importan- 
cia de la autofagia para proteger a las células cerebrales del daño 
continuo a las proteínas y organelos que experimentan estas cé- 
lulas de larga vida. 

La función de los lisosomas en la autofagia se resume en 
la figura 8-35. Una vez que se completa el proceso digestivo en 
el autofagolisosoma, el organelo se conoce como cuerpo residual. 
Según sea el tipo celular, el contenido del cuerpo residual puede 
eliminarse de la célula mediante exocitosis o conservarse dentro 
del citoplasma por tiempo indefinido como un gránulo de lipo- 
fuscina. La cantidad de gránulos de lipofuscina se incrementa a 
medida que el individuo envejece; la acumulación es muy evi- 
dente en las células de vida prolongada, como las neuronas, en 
las que estos gránulos se consideran una característica principal 
del proceso de envejecimiento. La función de los lisosomas en 
diversas enfermedades se describe en la sección Perspectiva hu- 
mana. 


REVISIÓN 


1. Describa tres funciones distintas de los lisosomas. 
2. Describa los fenómenos que tienen lugar durante la 
destrucción autofágica de una mitocondria. 


PERSPECTIVA HUMANA 


Trastornos secundarios a defectos de la función lisosómica 


volumen de estos organelos, con daño irreversible de las células y tejidos. 
Las enfermedades de este tipo, caracterizadas por la deficiencia de una 
sola enzima lisosómica y la acumulación correspondiente del sustrato no 
degradado (fig. 1), se conocen como enfermedades por almacenamien- 
to lisosómico. Se han descrito más de 40 anomalías de este tipo y afec- 
tan a casi uno de cada 8000 lactantes. El cuadro 1 presenta las enferme- 
dades ocasionadas por la acumulación de esfingolípidos no degradados. 
Los síntomas de las anormalidades por almacenamiento lisosómico son 
variables, desde muy graves hasta apenas detectables, según sea el grado 
de disfunción enzimática. Varias enfermedades se han rastreado hasta 
mutaciones en proteínas de la membrana lisosómica las cuales alteran el 
transporte de sustancias al citosol. 

Entre las enfermedades por almacenamiento lisosómico mejor es- 
tudiadas está la enfermedad de Tay-Sachs, consecutiva a la deficiencia 
de la enzima B-N-hexosaminidasa A, que degrada el gangliósido Gyy, 
(fig. 4-6). El G, ,, es el principal componente de las membranas de las 
células cerebrales y, en ausencia de la enzima hidrolítica, el gangliósido 
se acumula en los lisosomas hinchados de las células cerebrales (fig. 1), 
lo que provoca la disfunción. La forma grave de la enfermedad, que se 
manifiesta durante la lactancia, se caracteriza por retraso mental y motor 
progresivo, así como anormalidades esqueléticas, cardiacas y respirato- 
rias. La afección es muy rara en la población general, pero alcanzó una 
incidencia de hasta 1 en 3600 recién nacidos entre los judíos originarios 
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FIGURA 1 Trastornos por almacenamiento lisosómico. Micrografía 
electrónica de una porción de la neurona de una persona con una en- 
fermedad por almacenamiento lisosómico caracterizada por incapacidad 
para degradar los gangliósidos G,y,. Estas vacuolas citoplásmicas captan 
la tinción para las enzimas lisosómicas y el gangliósido, lo que indica que 
son lisosomas en los que se acumularon los glucolípidos no digeridos. 
(Cortesía DE Kinuxo Susuki.) 


de Europa del este. La incidencia de la enfermedad ha disminuido de 
modo notorio en este grupo étnico en los últimos años por la identifica- 
ción de portadores, la asesoría genética a los padres con riesgo y el diag- 
nóstico prenatal por amniocentesis. De hecho, todas las enfermedades 
por almacenamiento lisosómico conocidas pueden diagnosticarse antes 
del nacimiento. 


CUADRO 1 Enfermedades por almacenamiento de esfingolípidos 


En los últimos años, los prospectos para los tratamientos de en- 
fermedades por almacenamiento lisosómico han mejorado con la de- 
mostración de que los síntomas de la enfermedad de Gaucher, una 
deficiencia de la enzima lisosómica glucocerebrosidasa, pueden aliviarse 
con tratamiento de sustitución enzimática. Los lactantes con enfermedad 
de Gaucher acumulan grandes cantidades de lípidos glucocerebrósidos 
en los lisosomas de los macrófagos, lo que ocasiona crecimiento esplé- 
nico y anemia. Los intentos iniciales para corregir la enfermedad con la 
infusión de una solución de la enzima humana normal a la sangre no 
tuvieron éxito porque las células hepáticas captaban la enzima, y éstas 
no se encuentran muy afectadas por la deficiencia. Para dirigirla a los 
macrófagos, la enzima se purificó a partir de tejido placentario humano 
y se trató con tres glucosidasas diferentes a fin de retirar los azúcares 
terminales de las cadenas de oligosacáridos de la enzima, lo cual exponía 
los residuos de manosa subyacentes (fig. 8-22). Después de la infusión a 
la corriente sanguínea, esta enzima modificada es reconocida por los re- 
ceptores para manosa en la superficie de los macrófagos y poco después 
es captada por endocitosis mediada por receptor (pág. 302). Como los 
lisosomas son el blanco natural de los materiales que entraron al macró- 
fago por endocitosis, las enzimas llegan a los sitios precisos de la célula 
donde se manifiesta la deficiencia. Miles de pacientes con esta enferme- 
dad han recibido tratamiento con éxito de esta forma. El tratamiento 
de sustitución enzimática para otras enfermedades por almacenamiento 
lisosómico ya se aprobó o está en proceso de investigación en estudios 
clínicos. Por desgracia, muchas de estas afecciones lesionan el sistema 
nervioso central, que es incapaz de captar las enzimas circulantes en la 
sangre por la barrera hematoencefálica (pág. 256). 

Una estrategia alternativa que parece alentadora en estudios pre- 
clínicos se conoce como tratamiento de reducción del sustrato, en el que se 
administran fármacos de peso molecular bajo (p. ej., miglustat) para im- 
pedir la síntesis de las sustancias que se acumulan en la enfermedad. Por 
último puede mencionarse que, si bien conlleva riesgo considerable para 
el paciente, el trasplante de médula ósea (o sangre de cordón umbilical) 
ha resultado relativamente exitoso para tratar algunas de estas enfer- 
medades. Se piensa que las células ajenas trasplantadas, que contienen 
copias normales del gen en cuestión, secretan una cantidad limitada de 
enzima lisosómica normal. Algunas de las moléculas de estas enzimas 
son captadas entonces por las células del propio paciente, lo cual amino- 
ra el impacto de la deficiencia de enzima. 


Principal sustancia 


Enfermedad Deficiencia enzimática 


almacenada 


Consecuencias 


Gangliosidosis G,y, Galactosidasa B Gyu 


Gangliósido Gy 


Retraso mental, crecimiento hepático, compromiso 
esquelético, muerte alrededor de los dos años 


de edad 


Enfermedad de Tay-Sachs Hexosaminidasa A Gangliósido Gyy, Retraso mental, ceguera, muerte alrededor 
de los tres años de edad 
Enfermedad de Fabry Galactosidasa a A Trihexosilceramida Erupción cutánea, insuficiencia renal, dolor en 
extremidades inferiores 
Enfermedad de Sandhoff Hexosaminidasas A y B Gangliósido G m2 Similar a la enfermedad de Tay-Sachs, pero con 
y globósido progresión más rápida 
Enfermedad de Gaucher Glucocerebrosidasa Glucocerebrósido Crecimiento de hígado y bazo, erosión de huesos 
largos, retraso mental sólo en la forma infantil 
Enfermedad de Niemann- Esfingomielinasa Esfingomielina Crecimiento del hígado y bazo, retraso mental 
Pick 
Lipogranulomatosis de Ceramidasa Ceramida Deformación progresiva y dolorosa de las 
Farber articulaciones, nódulos cutáneos, muerte en 
unos cuantos años 
Enfermedad de Krabbe Galactocerebrosidasa Galactocerebrósido Pérdida de mielina, retraso mental, muerte alrededor 
de los dos años de edad 
Lipidosis sulfatada Arilsulfatasa A Sulfatos Retraso mental, muerte en el primer decenio 
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8.7 VACUOLAS DE LAS CELULAS VEGETALES 


Hasta el 90% del volumen de muchas células vegetales está ocu- 
pado por una sola vacuola central llena con líquido y limitada por 
una membrana (fig. 8-36). Aunque su estructura es sencilla, las 
vacuolas vegetales realizan una gran variedad de funciones esen- 
ciales. Muchos de los solutos y macromoléculas de una célula, 
incluidos iones, azúcares, aminoácidos, proteínas y polisacáridos, 
se almacenan en forma temporal en la vacuola. Las vacuolas tam- 
bién pueden almacenar muchos compuestos tóxicos. Algunos de 
estos compuestos (como los glucósidos que contienen cianuro 
y los glucosinolatos) son parte de un arsenal de armas químicas 
que se liberan cuando la célula sufre el ataque de un herbívoro o 
un hongo. Otros compuestos tóxicos tan sólo son productos in- 
termediarios de reacciones metabólicas; como las plantas carecen 
del tipo de sistemas excretores que se encuentran en los animales, 
utilizan sus vacuolas para aislar estos productos intermediarios 
del resto de la célula. Algunos de estos compuestos, como la di- 
gital, tienen un valor clínico importante demostrado. 

La membrana que limita la vacuola, el tonoplasto, contiene 
diversos sistemas de transporte activo que bombean iones hacia 
el compartimiento vacuolar a una concentración mucho mayor 
de la que se encuentra en el citoplasma o el líquido extracelular. 
A causa de esta gran concentración, el agua entra a la vacuola por 
ósmosis. La presión hidrostática (turgencia) que ejerce la vacuola 
no sólo suministra soporte mecánico a los tejidos blandos de una 
planta (pág. 146), sino que también estira la pared celular duran- 
te el crecimiento de la célula. 


aa ClOroplasto) 


(a) 
FIGURA 8-36 Vacuolas de células vegetales. (4) Cada una de las células 


cilíndricas de la hoja de la planta acuática Elodea posee una gran vacuola 
central rodeada por una capa de citoplasma que contiene los cloroplastos 
visibles en la micrografía. (5) Micrografía electrónica de transición de 


Las vacuolas vegetales también son sitios de digestión in- 
tracelular, no muy distintos a los lisosomas, que no existen en 
las plantas. De hecho, las vacuolas vegetales tienen algunas de 
las mismas hidrolasas ácidas que se encuentran en los lisosomas. 
El pH de la vacuola se mantiene en un valor bajo por acción de 
una ATP-asa de H* de tipo V (pág. 156) dentro del tonoplasto 
que bombea protones hacia el líquido vacuolar. Al igual que las 
proteínas del lisosoma, muchas de las proteínas de una vacuola 
vegetal se sintetizan en los ribosomas unidos a la membrana del 
RER, se transportan por el aparato de Golgi y se separan en la 
cara trans del aparato de Golgi antes de dirigirse a la vacuola. 


1. Describa tres funciones distintas de las vacuolas vegetales. 
2. ¿Qué similitudes tienen una vacuola vegetal y un 
lisosoma>, ¿en qué se diferencian? 


8.8 LA VÍA ENDOCÍTICA: 
MOVIMIENTO DE MEMBRANA  žć  ž  -—/ 


r 


Y MATERIALES DENTRO DE LA CELULA —Ż— 


Ya se describió con detalle cómo una célula transporta mate- 
riales del RER y el aparato de Golgi a la membrana plasmática 
y el espacio extracelular. Ahora se describirá el movimiento de 
materiales en el sentido contrario. En el capítulo 4 se consideró 


Citoplasma 


Vacuola 


una célula cortical de un frijol de soya que muestra la vacuola central 
grande y la delgada capa de citoplasma que la rodea. (A: TOMADA DE 
M. I. Warker/PHorTo RESEARCHERS; B: TOMADA DE M. F. Brown/ 
VisuaLs UNLIMITED.) 
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la forma en que los solutos de bajo peso molecular pasan por la 
membrana plasmática, pero ¿cómo son las células capaces de 
incluir materiales que son demasiado grandes para penetrar su 
membrana sin importar sus propiedades de permeabilidadr, 
¿y cómo se reciclan las proteínas que residen en la membrana 
plasmática a los compartimientos interiores? Estos dos requeri- 
mientos se cumplen con la vía endocítica, en la que segmentos 
de la membrana plasmática se invaginan para formar vesículas 
citoplásmicas que se transportan al interior de la célula. En esta 
sección del capítulo se consideran dos procesos básicos, la en- 
docitosis y la fagocitosis, que ocurren por mecanismos distintos. 
La endocitosis es un proceso por el cual la célula interioriza los 
receptores de la superficie celular y los ligandos extracelulares 
unidos a ellos. La fagocitosis describe la captación de partículas. 


Endocitosis 


En términos amplios, la endocitosis puede dividirse en dos cate- 
gorías: la endocitosis por volumen y la endocitosis mediada por 
receptor. La endocitosis por volumen (también conocida como pi- 
nocitosis) es la captación inespecífica de líquidos extracelulares. 
Cualquier molécula, grande o pequeña, que esté presente en el 
líquido abarcado también entra a la célula. La endocitosis por 
volumen puede visualizarse con la adición de una sustancia al 
medio de cultivo, como el tinte amarillo lucifer o la enzima pe- 
roxidasa del rábano picante que captan las células en forma ines- 
pecífica. La endocitosis por volumen también retira porciones 
de la membrana plasmática y puede funcionar sobre todo en el 


Citoplasma 


FIGURA 8-37 Endocitosis mediada por receptor. Esta secuencia de micro- 
grafías muestra los pasos de la captación de lipoproteínas vitelinas por parte 
del oocito de gallina. (a) Las proteínas que capta la célula se concentran en la 
superficie extracelular de una región invaginada de la membrana plasmática 
y forma una concavidad cubierta. La superficie citosólica de la membrana 
plasmática de la concavidad cubierta está protegida con una capa de mate- 
rial erizado electrodenso formado por la proteína clatrina. (9) La concavidad 


reciclaje de membrana entre la superficie celular y los comparti- 
mientos interiores. En cambio, la endocitosis mediada por re- 
ceptor se refiere a la captación de macromoléculas extracelulares 
específicas (ligandos) después de su unión con receptores en la 
superficie externa de la membrana plasmática. 


Endocitosis mediada por receptor y la función de las 
concavidades cubiertas La endocitosis mediada por recep- 
tor (RME, receptor-mediated endocytosis) proporciona un medio 
para la captación selectiva y eficiente de macromoléculas que 
pueden estar presentes en concentraciones relativamente bajas 
en el líquido extracelular. Las células tienen receptores para la 
captación de muchos tipos diferentes de ligandos, incluidas hor- 
monas, factores de crecimiento, enzimas y proteínas sanguíneas 
que transportan ciertos nutrientes. Las sustancias que ingresan 
a la célula mediante la RME se unen con los receptores que se 
reúnen en dominios especializados de la membrana plasmáti- 
ca, conocidos como concavidades cubiertas. Los receptores se 
concentran en dichas concavidades con un nivel 10 a 20 veces 
mayor que en el resto de la membrana plasmática. Las conca- 
vidades cubiertas (fig. 8-37a) se reconocen en las micrografías 
electrónicas como sitios en los que la superficie está hundida y 
la membrana plasmática está cubierta en su cara citoplásmica 
con una cubierta electrodensa erizada que contiene clatrina, la 
misma proteína que se encuentra en la cubierta proteínica de 
las vesículas formadas en la red trans de Golgi (pág. 293). Las 
concavidades cubiertas se invaginan en el citoplasma (fig. 8-374) 
y luego se liberan de la membrana plasmática para formar ve- 


0.1 um 


cubierta se colapsa para formar una yema cubierta. (c) La membrana plas- 
mática está a punto de separarse como vesícula con la proteína vitelina en su 
superficie luminal (antes extracelular) y la clatrina en la superficie citosólica. 
(d) Una vesícula cubierta que ya no está unida a la membrana plasmática. El 
siguiente paso en el proceso es la liberación de la cubierta de clatrina. (To- 
MADA DE M. M. Perry y A. B. GirBERT, J. CELL Science 39:257, 1979. 
CON AUTORIZACIÓN DE THE COMPANY OF BIOLOGISTS, LTD.) 
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(b) 


FIGURA 8-38 Concavidades cubiertas. (4) Micrografía electrónica de 
una réplica formada sobre la superficie extracelular de un fibroblasto 
congelado y secado que se había incubado con LDL-colesterol. Las 
partículas de LDL-colesterol son visibles como gotitas localizadas en la 
superficie extracelular de la concavidad cubierta. (b) Micrografía electró- 
nica de una réplica formada en la superficie citosólica de una concavidad 
cubierta de un fibroblasto roto. La cubierta se integra con una red apla- 


sículas cubiertas (fig. 8-37c,4). Para comprender el mecanismo 
de la formación de vesículas cubiertas es necesario examinar la 
estructura molecular de la cubierta de clatrina. 

La figura 8-38 muestra una concavidad cubierta como se 
observa desde las superficies extracelular y citoplásmica de las 


Cadena pesada 


Cadena ligera 


FIGURA 8-39 Módulos trípodes de clatrina. Micrografía electrónica de 
una preparación con sombreado metálico de trisquelione de clatrina. El 
recuadro muestra el trisquelion formado por tres cadenas pesadas. La 
porción interna de cada cadena pesada está unida con una cadena ligera 
más pequeña. (REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE ERNST UnGEwIc- 
KELL Y DanteEL BRANTON, NATURE 289:421, 1981. O 1981, Macmi- 
LLAN MAGAZINES LTD.) 


(o) 0.1 um 


nada de polígonos que contienen clatrina relacionados con la superfi- 
cie interna de la membrana plasmática. (c) Micrografía electrónica de 
la superficie citosólica que muestra la membrana plasmática invaginada 
rodeada por una celosía de clatrina que asumió una forma hemisféri- 
ca. (A-C: TOMADAS DE Jonn Heuser Y Louise Evans, J. CeLL Bior. 
84:568, 1980. Con AUTORIZACIÓN DE LOS DERECHOS RESERVADOS DE 
LA ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 


membranas plasmáticas de las células que realizan la endocito- 
sis mediada por receptor. Cuando se observa desde la superficie 
citoplásmica (fig. 8-380,c), la cubierta erizada parece consistir en 
una red de hexágonos parecidos a un panal de abejas. La cons- 
trucción geométrica de la cubierta deriva de la estructura de 
sus bloques constituyentes de clatrina. Cada molécula de cla- 
trina consiste en tres cadenas pesadas y tres ligeras unidas para 
formar un ensamble de tres ramas llamado módulo trípode de 
clatrina (trisquelion) (fig. 8-39). La disposición superpuesta 
de los trisqueliones dentro del andamiaje de clatrina de una vesí- 
cula cubierta se muestra en la figura 8-40. Cada miembro de un 
trisquelion de clatrina se extiende hacia afuera en dos aristas de 
un polígono. Las moléculas de clatrina se superponen de modo 
que cada vértice de un polígono contiene un centro de uno de los 
trisqueliones componentes. 

Al igual que las vesículas cubiertas con clatrina que se des- 
prenden de la TGN (pág. 293), las vesículas cubiertas que se 
forman durante la endocitosis también contienen una capa de 
adaptadores complejos situados entre la celosía de clatrina y la 
superficie de la vesícula que queda frente al citosol. El adapta- 
dor mejor estudiado que opera en conexión con la endocitosis 
mediada por clatrina es AP2. A diferencia de los adaptadores de 
GGA empleados en la TGN que consisten en una sola subuni- 
dad con varios dominios (fig. 8-30), los adaptadores AP2 que se 
incorporan en las vesículas que se desprenden de la membrana 
plasmática contienen múltiples subunidades con distintas fun- 
ciones (fig. 8-40). La subunidad pu de los adaptadores AP2 se 
acopla a las colas citoplásmicas de los receptores específicos en 
la membrana plasmática, lo que conduce a la concentración de 
estos receptores seleccionados, y sus moléculas de cargamento 
unidas, en la vesícula cubierta emergente (se explica mejor en 
Vías experimentales, pág. 314). En cambio, la subunidad adap- 
tina B de los adaptadores AP2 se une y congrega las moléculas 
de clatrina de la celosía suprayacente. Una comparación de las 
figuras 8-26 y 8-40 muestra las diferencias y similitudes impor- 
tantes entre las vesículas cubiertas con COP II y las cubiertas 
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FIGURA 8-40 Organización molecular de una vesícula cubierta. (a) 
Esquema de la superficie de una vesícula cubierta que muestra la dis- 
posición de los módulos trisqueliones y adaptadores en la cubierta ex- 
terna de clatrina. Los lados de los polígonos se forman con partes de 
las ramas de los módulos superpuestos. El extremo N de cada cadena 
pesada de clatrina forma un “gancho” que sobresale hacia la superficie de 
la membrana donde se une con un adaptador. Cada adaptador, que con- 
siste en cuatro subuinidades polipeptídicas diferentes, puede unirse con 
un conjunto diverso de proteínas accesorias que no se muestran en esta 
ilustración. Los ganchos y los adaptadores se sitúan en los vértices de los 
poliedros. (Vota: no todos los módulos trípodes de la celosía se muestran 
en esta figura; si así fuera cada vértice tendría un gancho de clatrina 
y un adaptador relacionado.) (4) Eesquema de un corte transversal a 
través de la superficie de una vesícula cubierta que muestra las interac- 
ciones de los complejos de adaptador AP2 con la cubierta de clatrina y 
los receptores de membrana. La atracción de los adaptadores AP2 a la 
membrana plasmática se facilita por la presencia de moléculas P1(4,5)P, 
en la hoja interna (citosólica) de la membrana. Cada receptor está unido 
con un ligando que se interioriza. (c) Reconstrucción de una jaula de 
clatrina que contiene 36 trisqueliones; se muestra la disposición super- 
puesta de varias de estas moléculas triméricas (en diferentes colores). (A: 
REPRODUCIDA CON AUTORIZACIÓN DE S. SCHMID, ANNUAL REVIEW OF 
BIOCHEMISTRY, VOL. 66. © 1997 por ANNUAL REVIEWS. C: REIMPRESA 
CON AUTORIZACIÓN DE ALEXANDER FOTIN ET AL., NATURE 432:574, 
2004, CORTESÍA DE STEPHEN C. Harrison; © CoprYriGHT 2004, 
MacmiLLAN Macazıines Lro.) 


con clatrina. Ambas cubiertas contienen dos capas distintas: un 
andamiaje externo geométrico y una capa interna de proteínas 
adaptadoras. Sin embargo, la estructura de los andamiajes exter- 
nos son muy distintas; las subunidades de la celosía de clatrina 
(complejos trípodes de clatrina) están muy superpuestas, mien- 
tras que las de la celosía COP II (complejos Sec13-Sec31 cilín- 
dricos) no se superponen. No se sabe si existe una fase funcional 
para estos dos tipos distintos de estrategias para construcción. 

La estructura mostrada en la figura 8-40 es una versión muy 
simplificada de una vesícula cubierta “real”, que puede conte- 
ner hasta 12 proteínas accesorias diferentes que forman una red 
dinámica de moléculas en interacción. No se conocen las fun- 
ciones de estas proteínas en el reclutamiento de cargamento, 
ensamble de cubierta, curvatura e invaginación de membrana, 
interacción con los componentes del citoesqueleto, liberación de 
vesículas y descubrimiento de la membrana. La mejor estudiada 
de estas proteínas accesorias es la dinamina. 

La dinamina es una proteína de unión con GTP necesaria 
para la liberación de la vesícula cubierta con clatrina de la mem- 
brana en la que se forma. La dinamina se ensambla por sí misma 
en un collar helicoidal alrededor del cuello de una concavidad 
cubierta invaginada (fig. 8-41), justo antes que se desprenda de 
la membrana. En el modelo mostrado en la figura 8-41a, pasos 
3 a 4, la hidrólisis de la GTP unida por las moléculas polimeri- 
zadas de dinamina induce un movimiento de torsión en la héli- 
ce de dinamina que separa la vesícula cubierta de la membrana 
plasmática. Según este mecanismo, la dinamina actúa como una 
enzima capaz de utilizar la energía química de GTP para generar 
fuerzas mecánicas. 


La función de las fosfoinositidas en la formación de ve- 
sículas cubiertas Aunque la explicación hace énfasis en las 
moléculas proteínicas de la cubierta y la vesícula, los fosfolípidos 
de la membrana vesicular también tienen una función importan- 
te. Como se explica en el capítulo 15, pueden agregarse grupos 
fosfato en distintas posiciones del anillo de azúcar del fosfolípido 
fosfatidilinositol (PD), lo que lo convierte en fosfoinositidas (fig. 
15-8). Se conocen siete fosfoinositidas distintas: PI(3)P, PI(4)P, 
PI(5)P, P1(3,4)P,, PI(4,5)P,, P1(3,5)P, y P1(3,4,5)P,. Los anillos 
fosforilados de estas fosfoinositidas se encuentran en la superfi- 
cie de la membrana, donde pueden ser reconocidas por proteínas 
particulares que se les unen. Distintas fosfoinositidas se concen- 
tran en distintos compartimientos de la membrana, lo que ayuda 
a dar a cada compartimiento una “identidad superficial” única. 
Por ejemplo, la hoja interna de la membrana plasmática tiende 
a contener niveles altos de PI(4,5)P,, que tiene una función im- 
portante en la atracción de proteínas implicadas en la endocitosis 
mediada por clatrina, como la dinamina y AP2 (fig. 8-405). Una 
especie de lípido, como P1(4,5)P,, puede tener función regula- 
dora porque puede formarse y destruirse con rapidez por acción 
de enzimas que se localizan en sitios y momentos particulares 
dentro de la célula. En el ejemplo de la endocitosis, PL(4,5)P, 
desaparece del sitio de endocitosis más o menos al momento 
que la vesícula cubierta se desprende de la membrana plasmáti- 
ca. Otras PI vinculadas con vías secretoras/endocíticas incluyen 
PI(3)P situada en los endosomas tempranos y vesículas intralu- 
minales de los endosomas tardíos; PI(4)P localizado en la TGN, 
gránulos secretores y vesículas sinápticas, y PI(3,5)P, localizada 
en la membrana limitante del endosoma tardío. 
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FIGURA 8-41 La función de la dinamina en la formación de vesículas 
de clatrina. (a) La celosía de clatrina de una concavidad cubierta (paso 
1) cambia de configuración para formar una vesícula invaginada conec- 
tada con la membrana plasmática suprayacente mediante un tallo (paso 
2). En este punto, las subunidades de dinamina que se concentran en esa 
región, se polimerizan para formar un anillo alrededor del tallo (paso 3). 
Los cambios de la conformación del anillo, que al parecer son resultado 
de la hidrólisis de GTP (paso 4), conducen a la fisión de la vesícula 
cubierta de la membrana plasmática con desarticulación del anillo de 
dinamina (paso 5a). Si la gemación de la vesícula ocurre en presencia 
de GTPyS, un análogo no hidrolizable de GTP, la polimerización de 
la dinamina continúa más allá de la formación de un simple collar y se 
produce un túbulo estrecho construido por varias vueltas de la hélice de 
dinamina (paso 5b). (4) Micrografía electrónica que muestra una vesí- 
cula cubierta que se forma en la presencia de GTPyS, que corresponde 
a la etapa mostrada en el paso 5b de la parte a. (Vota: también hay evi- 
dencia considerable que señala a la participación de la maquinaria de 
actomiosina en la formación y escisión de la vesícula. Véase Curr. Opin. 
Cell Biol. 19:453, 2007 y Nature Revs. Mol. Cell Biol. 7:404, 2006, don- 
de se presenta una explicación.) (A: TOMADA DE P. DE CAMILLI ET AL., 
CURRENT OPIN NEUROBIOL, VOL 5, PÁG. 562, 1995; B: REIMPRESA CON 
AUTORIZACIÓN DE Konji TAKEI ET AL. NATURE, VOL. 374, CUBIERTA 
3/9/95. © 1995, MacmILLAN Macazıines, Lrb.) 


La vía endocítica Las moléculas que capta una célula por 
endocitosis se mueven en una vía endocítica bien definida (fig. 
8-42a). Antes de describir los fenómenos que ocurren en la vía 
endocítica, vale la pena considerar dos tipos diferentes de recep- 
tores que están sujetos a la endocitosis. Un grupo de receptores, 
al cual se le denomina “receptores domésticos”, es el encargado 
de la captación de materiales que se utilizan en la célula. Los 


ejemplos mejor estudiados son los receptores para transferrina 
y lipoproteínas de baja densidad (LDL, low density lipoprotein), 
que median la entrega a las células del hierro y el colesterol, res- 
pectivamente. El receptor para LDL se describe con detalle al 
final de esta sección. El receptor de color rojo de la figura 8-42a 
representa un receptor doméstico. El segundo grupo de recep- 
tores, al que se conoce como “receptores de señalización”, es el 
encargado de unir los ligandos extracelulares que llevan mensajes 
que cambian las actividades celulares. Estos ligandos, que inclu- 
yen hormonas como la insulina y factores de crecimiento como el 
EGF, se unen con el receptor de la superficie (en verde en la figu- 
ra 8-42a) y emiten una señal para respuesta fisiológica dentro de 
la célula (descrita con detalle en el capítulo 15). La endocitosis 
del primer grupo de receptores casi siempre deriva en la entrega 
de los materiales unidos, como el hierro y el colesterol, a la célula, 
y el receptor regresa luego a la superficie celular para realizar más 
rondas de captación. La endocitosis del segundo grupo de recep- 
tores conduce a menudo a la destrucción del receptor, un proceso 
llamado regulación en descenso del receptor, y que tiene el efecto de 
reducir la sensibilidad de la célula a la estimulación posterior por 
la hormona o factor de crecimiento. La regulación en descenso 
del receptor es un mecanismo por el cual las células regulan su 
capacidad para responder a los mensajeros extracelulares. Los 
“receptores de señalización” casi siempre están marcados para la 
endocitosis y destrucción ulterior por el enlace covalente con una 
“etiqueta” en la cola citoplásmica del receptor cuando aún está en 
la superficie celular. La etiqueta es una pequeña proteína llamada 
ubicuitina que se agrega por medios enzimáticos. Las proteínas 
de membrana que no se someten en forma usual a la endocitosis 
se interiorizan si llevan una ubicuitina adicional. 

Después de la interiorización, los materiales unidos con la 
vesícula se transportan a una red dinámica de túbulos y vesí- 
culas conocidas en conjunto como endosomas, que representan 
los centros de distribución a lo largo de la vía endocítica. El lí- 
quido de la luz de los endosomas se acidifica por efecto de una 
ATP-asa de H* en la membrana limitante. Los endosomas se 
dividen en dos clases diferentes, los endosomas tempranos, que 
casi siempre se localizan cerca de la región periférica de la cé- 
lula, y los endosomas tardíos, que por lo general se hallan más 
cerca del núcleo. Según el modelo prevaleciente, los endosomas 
tempranos maduran poco a poco hasta endosomas tardíos. Esta 
transformación de endosoma temprano a tardío se caracteriza 
por descenso en el pH, intercambio de proteínas Rab (p. ej., de 
Rab5 a Rab7) y un cambio notable en la morfología interna 
de las estructuras. Este último cambio ocurre cuando la mem- 
brana limitante externa del endosoma forma yemas en su super- 
ficie luminal que se invaginan para crear una población de vesí- 
culas que llenan el interior del endosoma tardío. A causa de estas 
vesículas internas, que se muestran en la micrografía electrónica 
de la figura 8-420, los endosomas tardíos también se conocen 
como cuerpos multivesiculares (MVB). 

Los receptores que se captan por endocitosis se transportan 
en vesículas a un endosoma temprano, el cual sirve como estación 
clasificadora que dirige los distintos tipos de receptores y ligan- 
dos por vías diferentes (fig. 8-42a). Por lo general, los “receptores 
gobernadores de la casa” se disocian de sus ligandos unidos como 
resultado de la concentración alta de H* de los endosomas tem- 
pranos. Luego, los receptores se concentran en compartimientos 
tubulares especializados del endosoma temprano que represen- 
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FIGURA 8-42 La vía endocítica. (a) Movimiento de materiales del espacio 
extracelular a los endosomas tempranos. Se muestra la endocitosis de dos ti- 
pos de complejos receptor-ligando. Los receptores de actividades domésticas, 
como el receptor para LDL (mostrado en rojo), se envían de regreso a la mem- 
brana plasmática mientras que sus ligandos (esferas azules) se transfieren a 
los endosomas tardíos. Los receptores de señalización, como el receptor EGF 
(mostrado en verde), casi siempre se transportan a los endosomas tardíos junto 
con sus ligandos (naranja-amarillo). Los endosomas tardíos también reciben 
enzimas lisosómicas recién sintetizadas (esferas rojas) de la red trans de Golgi. 
Estas enzimas se trasladan con receptores para manosa 6-fosfato (MPR), que 
regresan a la TGN. El contenido de los endosomas tardíos se transfiere a los 
lisosomas por varias rutas (no se muestran). El inserto de la izquierda muestra 
una imagen ampliada de una parte de un endosoma tardío con una vesícula 
intraluminal que sobresale hacia el interior desde la membrana externa. Las 
membranas de estas vesículas contienen receptores que van a degradarse. (5) 
Micrografía electrónica que muestra las vesículas internas dentro de la luz de 
un endosoma tardío. Hay varios lisosomas en la proximidad. (c) Las partículas 
de oro que se ven en esta micrografía electrónica están unidas con los recep- 
tores EGF que se interiorizaron por endocitosis y se localizaron en las mem- 
branas de vesículas internas de este endosoma tardío. (B: TOMADA DE J PauL 
Luzio, PauL R. Pryor y NicHoLas A. BriGHT, NATURE Revs. MoL. CELL 
BroL. 8:625, 2007 O CorYriGHT 2007, MacmILLAN, MAGAzInEs LrbD.; C, 
POR CORTESÍA DE CLARE FUTTER.) 


comprendido es el que aporta a las células animales el colesterol 
exógeno. Las células animales utilizan el colesterol como parte 
esencial de sus membranas plasmáticas y como precursor de las 
hormonas esteroideas. El colesterol es una molécula hidrófoba 


tan centros de reciclaje. Las vesículas que se forman de estos tú- 
bulos llevan a los receptores de regreso a la membrana plasmática 
para efectuar más rondas de endocitosis (fig. 8-42a). En cambio, 
los ligandos liberados (p. ej., LDL) se concentran en un compar- 
timiento de clasificación antes de enviarse hacia un endosoma 
tardío y al final a un lisosoma, donde ocurre el procesamiento 
final. Como se indicó antes, los “receptores de señalización” con 
sus marcas de ubicuitina no se reciclan de nuevo a la membrana. 
En lugar de eso, estos receptores unidos con ubicuitina son reco- 
nocidos por una serie de complejos proteínicos (llamados com- 
plejos ESCRT) que derivan a los receptores a las membranas 
que dan origen a las vesículas internas de los endosomas tardíos 
(fig. 8-42c). Al final, los endosomas tardíos que contienen estas 
vesículas intraluminales se fusionan con un lisosoma (fig. 8-420), 
lo que da origen a la degradación del contenido del endosoma 
por acción de enzimas lisosómicas. 


Metabolismo de LDL y colesterol Entre muchos ejemplos de en- 
docitosis mediada por receptor, el primero estudiado y el mejor 


que se transporta en la sangre como parte de enormes comple- 
jos de lipoproteínas, por ejemplo las lipoproteínas de baja densi- 
dad (LDL) que se muestran en la figura 8-43. Cada partícula de 
LDL contiene un centro de unas 1 500 moléculas de colesterol 
esterificadas en ácidos grasos de cadenas largas. El centro está 
rodeado por una sola capa de fosfolípidos que contiene una sola 
copia de una proteína grande, llamada ap0/ipoproteína B-100, que 
se une en forma específica con los receptores para LDL en la 
superficie de las células. 

Los receptores se transportan a las membranas plasmáticas 
de las células, donde se concentran en fosas cubiertas, incluso 
en ausencia del ligando LDL. Como resultado, los receptores 
están en la superficie celular listos para captar las lipoproteínas 
en la sangre si están disponibles. Una vez que las LDL se unen 
con una fosa cubierta, ésta se invagina para formar una vesícula 
cubierta, la cubierta de clatrina se desarma y los receptores para 
LDL pasan por los endosomas tempranos y de regreso a la mem- 
brana plasmática, como se muestra en la figura 8-42a. Mientras 
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FIGURA 8-43 Colesterol LDL. Cada partícula se integra con moléculas 
de colesterol esterificado, rodeadas por una capa monomolecular mixta 
de fosfolípidos y colesterol, además de una sola molécula de la proteína 
apolipoproteína B-100, que interactúa de manera específica con el re- 
ceptor LDL que sobresale de la membrana plasmática. 


tanto, las partículas de LDL se trasladan a los endosomas tardíos 
y lisosomas, donde el componente de proteína se degrada y el 
colesterol sufre desesterificación para usarlo en el ensamble de 
la membrana u otros procesos metabólicos (p. ej., formación 
de hormonas esteroideas). Las personas con un raro trastorno 
hereditario llamado enfermedad de Niemann-Pick tipo C carecen 
de una de las proteínas necesarias para transferir el colesterol 
fuera de los lisosomas. La acumulación resultante de coleste- 
rol en estos organelos causa degeneración nerviosa y muerte du- 
rante la lactancia temprana. En la sección Vías experimentales se 
describen con detalle los estudios de una enfermedad diferente 
que condujo al descubrimiento de la endocitosis mediada por 
receptor y la interiorización de la LDL. 

El nivel de LDL en sangre se relaciona con el desarrollo 
de ateroesclerosis, un trastorno caracterizado por la formación 
de placas en las paredes de las arterias que disminuyen el flujo 
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FIGURA 8-44 Un modelo de la formación de la placa ateroesclerótica. 
De acuerdo con este modelo, la formación de la placa se inicia con varios 
tipos de lesiones en las células endoteliales que recubren el vaso sanguíneo, 
incluido el daño causado por los radicales libres de oxígeno que alteran 
la estructura química de las partículas de LDL-colesterol. El endotelio 
dañado actúa como un atrayente para los leucocitos y macrófagos, que mi- 
gran por debajo del endotelio e inician un proceso de inflamación crónica. 
Los macrófagos ingieren la LDL oxidada, que se deposita en el citoplasma 
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sanguíneo por los vasos y actúan como nichos para la formación 
de coágulos sanguíneos. Los coágulos que bloquean las arterias 
coronarias son la principal causa de infartos miocárdicos (ata- 
que al corazón). Los estudios sugieren que la ateroesclerosis se 
debe a la reacción inflamatoria crónica que se inicia por el de- 
pósito de LDL en las paredes internas de los vasos sanguíneos, 
como se indica en la figura 8-44. La reducción de los niveles de 
LDL es más fácil de lograr si se administran medicamentos lla- 
mados estatinas (p. ej., lovastatina y pravastatina) que bloquean 
la acción de la reductasa de HMG CoA, una enzima clave para 
la síntesis de colesterol (pág. 312). Cuando las concentraciones 
sanguíneas de colesterol disminuyen, el riesgo de un infarto car- 
diaco también lo hace. 

Las LDL no son los únicos agentes transportadores de co- 
lesterol en la sangre. Las lipoproteínas de alta densidad (HDL, high 
density lipoprotein) tienen una construcción similar, pero poseen 
una proteína distinta (apolipoproteína A-I) y una función dife- 
rente en el cuerpo. Las LDL sirven sobre todo para transportar en 
la sangre moléculas de colesterol, del hígado, donde se sintetizan 
y empacan, a todas las células del cuerpo. Las HDL transportan 
colesterol en el sentido contrario. El exceso de colesterol se tras- 
lada fuera de la membrana plasmática de las células del cuerpo 
a las partículas de HDL circulantes, las cuales llevan el coleste- 
rol al hígado para su excreción. Tal y como las concentraciones 
sanguíneas elevadas de LDL se relacionan con un mayor riesgo 
de enfermedad cardiaca, las concentraciones sanguíneas altas de 
HDL se vinculan con un menor riesgo, lo cual hizo que la HDL 
se llamara “colesterol bueno”. No hay duda que el descenso en 
la concentración de LDL es beneficioso, pero las consecuencias 
del aumento en la concentración de HDL no son tan claras. Por 
ejemplo, las moléculas de colesterol pueden transferirse de HDL 
a otras partículas de lipoproteína mediante una enzima llamada 
proteína para transferencia de éster de colesterilo (CETP, choles- 
teryl ester transfer protein), una actividad que tiende a disminuir 
la concentración de colesterol HDL. La CETP se convirtió en el 
centro de investigaciones después del descubrimiento de familias 
japonesas cuyos integrantes vivían más de 100 años y tenían mu- 
taciones en el gen CETP. Al menos dos inhibidores de CETP 
de bajo peso molecular se han valorado en estudios clínicos y se 
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como gotitas adiposas ricas en colesterol. Estas células se conocen como 
macrófagos espumosos y a menudo están ya presentes en los vasos san- 
guíneos de adolescentes y adultos jóvenes. Las sustancias liberadas por los 
macrófagos estimulan la proliferación de células musculares lisas, las cuales 
producen una matriz densa de tejido conjuntivo fibroso (tapa fibrosa) que 
produce un abultamiento en la luz arterial. Tales lesiones abultadas no sólo 
limitan el flujo sanguíneo, sino que tienden a romperse, lo cual desencade- 
na la formación de un coágulo y un ataque cardiaco. 
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FIGURA 8-45 Fagocitosis. (a) Esquema de los pasos en el encierro, di- 
gestión y absorción de materiales captados por una ameba mediante 
fagocitosis. (5) El proceso de atrapamiento ilustrado por un leucocito 
polimorfonuclear que ingiere una célula de levadura (inferior izquierda). 
(B: TOMADA DE JaneET BoyLeEs y DoroTHY F. BarnToN. CELL 24:906, 
1981. Con AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 


observó que aumenta el nivel de HDL en sangre. Uno de estos 
fármacos elegibles (torcetrapib) se retiró de estudios adicionales 
a pesar del hecho de que aumentó la concentración sanguínea de 
HDL. Por razones desconocidas, los sujetos que toman el fárma- 
co y una estatina tienen una probabilidad mucho mayor de mo- 
rir que los del grupo testigo que sólo tomaron la estatina. Otro 
inhibidor de CETP (anacetrapib) se encuentra aún en estudios 
clínicos al momento de redactar esta obra. 


Fagocitosis 


La fagocitosis (cuando la “célula come”) es tarea extensa de unos 
cuantos tipos de células especializadas en la captación de partí- 
culas relativamente grandes (>0.5 um de diámetro) del ambien- 
te. Muchos protistas unicelulares, como las amebas y los ciliados, 
viven porque atrapan partículas de alimento y microorganismos 
más pequeños y los encierran dentro de pliegues de su membra- 
na plasmática (fig. 8-45a). Los pliegues se fusionan para formar 
una vacuola (o fagosoma) que se separa de la membrana plasmá- 
tica hacia el interior. El fagosoma se fusiona con un lisosoma y el 
material se digiere dentro del fagolisosoma resultante. 

En la mayoría de los animales, la fagocitosis es un mecanismo 
protector en lugar de una forma de alimentación. Los mamíferos 
tienen diversos fagocitos “profesionales”, incluidos macrófagos y 
neutrófilos, que se desplazan por la sangre y los tejidos, donde 
fagocitan microorganismos invasores, células dañadas o muertas 
y detritos. Las células fagocíticas reconocen a los materiales y los 
unen mediante receptores en su superficie antes de captarlos. Una 
vez dentro del fagocito, los microorganismos pueden destruirse 
con las enzimas lisosómicas o con radicales libres de oxígeno ge- 
nerados dentro de la luz del fagosoma. El proceso de inclusión 
de la partícula se muestra en la micrografía que abre el capítulo 
y en la figura 8-450. Los pasos de la digestión de los materiales 
atrapados se ilustran en la figura 8-46. La fagocitosis de partículas 
materiales se favorece por las actividades contráctiles de los mi- 
crofilamentos con actina subyacentes a la membrana plasmática. 

No todas las bacterias ingeridas por células fagocíticas se 
destruyen. De hecho, algunas especies secuestran los mecanis- 
mos fagocíticos para promover su propia supervivencia en el 
cuerpo. Por ejemplo, los macrófagos engullen a Mycobacterium 
tuberculosis, agente causante de la tuberculosis, por fagocitosis, 
pero la bacteria es capaz de inhibir la fusión del fagosoma en el 
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FIGURA 8-46 Resumen de la vía fagocítica. 
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que se encuentra con un lisosoma. Estudios recientes sugieren que 
incluso si el fagosoma se vuelve muy ácido, la bacteria es capaz 
de mantener su propio pH fisiológico a pesar del pH bajo en su 
medio circundante. La bacteria causante de la fiebre Q, Coxiella 
burnetii, queda encerrada en un fagosoma que se fusiona con un 
lisosoma, pero ni el ambiente ácido ni las enzimas lisosómicas 
pueden destruir al patógeno. Listeria monocytogenes, una bacteria 
que causa meningitis, produce proteínas que destruyen la inte- 
gridad de la membrana lisosómica, lo que permite que la bacteria 
escape hacia el citosol de la célula (fig. 9-67). 


1. Describa los pasos que ocurren entre la unión de una 
partícula de LDL a la membrana plasmática de una célula 
y la entrada de las moléculas de colesterol al citosol. 

2. Describa la estructura molecular de la clatrina y la 
relación entre su estructura y su función. 

3. ¿Qué comparación puede establecerse entre el cometido 
de la fagocitosis en la vida de una ameba y en un animal 
multicelular?, ¿cuáles son los principales pasos que 
ocurren durante la fagocitosis? 


8.9 CAPTACIÓN DE PROTEÍNAS 
POR PEROXISOMAS, MITOCONDRIAS =ăć— 


r r 


Y CLOROPLASTOS DESPUES DE LA TRADUCCION 


La división del contenido de una célula en varios compartimien- 
tos presenta muchos desafíos de organización para la maquinaria 
celular de tráfico proteínico. En este capítulo ya se explicó que 
el tráfico de proteínas en una célula eucariota está regulado por 
1) señales de clasificación, como el péptido de señal de proteí- 
nas secretadas o grupos manosa-fosfato de enzimas lisosómicas, y 
2) receptores que reconocen estas señales y trasladan a las proteí- 
nas que las contienen a los compartimientos apropiados. Cuatro 
de los principales organelos de la célula (núcleo, mitocondrias, 
cloroplastos y peroxisomas), importan proteínas a través de una o 
más membranas limitantes externas. Como en el caso del retículo 
endoplásmico rugoso, las proteínas que importan estos organelos 
contienen secuencias de aminoácidos que sirven como domicilios 
que reconocen los receptores en la membrana externa del organelo. 
A diferencia del ER rugoso que casi siempre importa sus proteínas 
al mismo tiempo de la traducción, las proteínas de estos otros or- 
ganelos se importan después de la traducción, es decir, después de 
completar la síntesis de los ribosomas libres en el citosol. 

La importación de proteínas al núcleo es un tema especiali- 
zado que se trata por separado en la sección 12.1. La importación 
de proteínas a los peroxisomas, mitocondrias y cloroplastos se 
explica en la sección 12.1. 


Captación de proteínas en los peroxisomas 


Los peroxisomas son organelos muy sencillos que sólo tienen 
dos compartimientos en los que una proteína importada puede 
situarse: la membrana limitante y la matriz interna (pág. 200). 
Las proteínas destinadas a un peroxisoma tienen una señal de di- 
rección peroxisómica (PTS, peroxisomal targeting signal), ya sea una 


PTS para una proteína de la matriz peroxisómica o una mPTS 
para una proteína peroxisómica de la membrana. Se han identi- 
ficado diferentes PTS: mPT'S y receptores PTS. Los receptores 
PTS se unen con proteínas destinadas al peroxisoma en el cito- 
sol y las trasladan a la superficie del peroxisoma. Parece que el 
receptor PTS acompaña a la proteína peroxisómica a través de 
la membrana limitante hacia la matriz y luego regresa al citosol 
para escoltar a otra proteína. A diferencia de las mitocondrias y 
los cloroplastos, cuyas proteínas importadas deben asumir un es- 
tado desplegado, de alguna manera los peroxisomas son capaces 
de importar proteínas de la matriz peroxisómica en su confor- 
mación plegada nativa, incluso las que tienen varias subunidades. 
El mecanismo por el cual los peroxisomas son capaces de realizar 
esta tarea impactante aún es tema de controversia. 


Captación de proteínas en las mitocondrias 


Las mitocondrias tienen cuatro compartimientos a los cuales 
pueden llegar las proteínas: una membrana mitocondrial exter- 
na (OMM), membrana mitocondrial interna (IMM), espacio 
intermembranoso y matriz (fig. 5-3c). Aunque las mitocondrias 
sintetizan unos cuantos de sus polipéptidos integrales de mem- 
brana (13 en los mamíferos), alrededor de 99% de las proteínas 
del organelo se codifica en el genoma nuclear, se sintetiza en el 
citosol y se importa después de la traducción. Esta descripción se 
limita a las proteínas de la matriz mitocondrial y a la membrana 
mitocondrial interna, que juntas constituyen la gran mayoría de 
las proteínas dirigidas a este organelo. Como sucede con las pro- 
teínas peroxisómicas y las proteínas de otros compartimientos, 
las proteínas mitocondriales contienen secuencias de señalización 
que las dirigen al sitio a donde pertenecen. La mayoría de las 
proteínas de la matriz mitocondrial contiene una secuencia di- 
rectriz removible (llamada presecuencia) situada en el extremo N 
de la molécula (paso 1, fig. 8-47a) que incluye varios residuos con 
carga positiva. En cambio, la mayor parte de las proteínas desti- 
nadas a la membrana mitocondrial interna cuenta con secuencias 
directrices internas que permanecen como parte de la molécula. 
Antes que una proteína pueda entrar a una mitocondria, 
se cree que tienen lugar varios fenómenos. Primero, la proteína 
debe presentarse a la mitocondria en un estado relativamente 
desplegado o extendido (pasos 1 y A, fig. 8-47a). Varias molécu- 
las chaperonas diferentes (p. ej., Hsp70 y Hsp90) participan en 
la preparación de polipéptidos para su captación en las mitocon- 
drias, incluidas unas que dirigen en forma específica las proteínas 
mitocondriales a la superficie citosólica de la membrana mito- 
condrial externa (fig. 8-47a). La membrana mitocondrial externa 
contiene un complejo importador de proteína, el complejo TOM, 
que incluye: 1) receptores que reconocen y se unen con proteínas 
mitocondriales y 2) canales recubiertos con proteína por los cua- 
les pasan los polipéptidos desplegados a través de la membrana 
externa (pasos 2 y B).* Las proteínas destinadas a la membra- 


“Es interesante señalar que, a diferencia del translocón del ER o el peroxisoma, la 
proteína formadora de poro del complejo TOM (Tom 40) es una proteína con un 
barril B, como otras proteínas integrales de la OMM (pág. 175), lo que refleja su 
evolución a partir de la membrana externa de una bacteria ancestral. Esto tiene con- 
secuencias funcionales, como que la proteína de barril B no pueda abrirse hacia los 
lados para permitir que las proteínas integrales se inserten en la membrana mitocon- 
drial externa. Como resultado, las proteínas de la OMM tienen que pasar al espacio 
intermembranoso antes de ingresar a la bicapa de la membrana mitocondrial externa. 
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FIGURA 8-47 Importación de proteínas a la mitocondria. (a) Pasos pro- 
puestos de las proteínas importadas después de la traducción en la matriz 
mitocondrial o la membrana mitocondrial interna. El polipéptido se diri- 
ge a una mitocondria gracias a una secuencia directriz, que se localiza en el 
extremo N en la proteína de la matriz (paso 1) y se halla en la parte interna 
en la proteína de membrana interna (paso A). Las moléculas citosólicas 
Hsp7O0 despliegan el polipéptido antes de su entrada a la mitocondria. Los 
receptores de membrana (proteínas transmembranosas rojas) reconocen a 
las proteínas y las trasladan por la membrana mitocondrial externa a través 
de los poros en el complejo TOM de la membrana mitocondrial externa 
(paso 2 o B). La mayor parte de las proteínas integrales de la IMM están 
dirigidas al complejo TIM22 de la IMM (paso C), que las dirige a la bica- 
pa lipídica de la IMM (paso D). Las proteínas de la matriz mitocondrial 
se trasladan por el complejo TIM23 de la IMM (paso 3). Una vez que 


Secuencia 
previa dividida 


na mitocondrial interna o la matriz deben pasar por el espacio 
intermembranoso y acoplarse con un segundo complejo impor- 
tador de proteínas localizado en la membrana mitocondrial in- 
terna, el complejo TIM. La membrana mitocondrial interna con- 
tiene dos complejos TIM mayores: TIM22 y TIM23. TIM22 se 
une con proteínas integrales de la IMM que contienen una se- 
cuencia directriz interna y las inserta en la bicapa lipídica (pasos 
C-D, fig. 8-47a). Por el contrario, TIM23 se une con proteínas 
con una presecuencia en el extremo N, que incluyen a todas las 
proteínas de la matriz (así como varias de la IMM que no se 
describen aquí). TIM23 reconoce y traslada a las proteínas de 
la matriz a través de la IMM y hasta el compartimiento acuoso 
interno (paso 3, fig. 8-47a). La translocación ocurre en sitios en 
los que las membranas mitocondriales externa e interna están 
muy próximas, de manera que la proteína importada puede cru- 


Proteína de membrana 
interna con secuencias 


membrana mitocondrial interna 


(b) 


la proteína entra a la matriz, se le une una chaperona mitocondrial (paso 
4), la cual puede tirar del polipéptido hacia la matriz o actuar como un 
trinquete browniano para asegurar que se difunda hacia la matriz (estos 
mecanismos alternos de chaperonas se explican en el texto). Una vez en 
la matriz, la proteína desplegada asume su conformación nativa (paso 5a) 
con la ayuda de las chaperonas Hsp60 (no se muestran). La secuencia 
previa se elimina por medios enzimáticos (paso 5b). (4) Modelo de los 
mecanismos mitocondriales de importación de proteínas que muestra el 
número, tamaño relativo y topología de las diversas proteínas incluidas en 
esta actividad. El complejo TOM es de color rojizo, el complejo TIM23 
es amarillo verdoso, el complejo TIM22 es verde y las chaperonas coope- 
radoras son azules. (B: TOMADA DE TosmtYa Enpo, HayasH1 YAMAMOTO 
y MasarosH1 EsaKt, J. CELL SCIENCE, PORTADA DEL VOL. 116, #16, 2003. 
CON AUTORIZACIÓN DE THE ComPANY OF BioLocisTs, LTD.) 


zar ambas membranas al mismo tiempo. El movimiento hacia 
la matriz está impulsado por el potencial eléctrico a través de la 
membrana mitocondrial interna que actúa sobre la señal direc- 
triz con carga positiva; si se disipa el potencial por la adición de 
un fármaco como el dinitrofenol (pág. 191), cesa la translocación. 

Cuando entra a la matriz, un polipéptido interactúa con las 
chaperonas mitocondriales, como mtHsp70 (paso 4, fig. 8-47a), 
que median la entrada al compartimiento acuoso. Se han pro- 
puesto dos mecanismos para explicar la acción general de las cha- 
peronas participantes en el movimiento de proteínas a través de 
las membranas, que es un fenómeno muy difundido. De acuerdo 
con un nuevo punto de vista, las chaperonas actúan como moto- 
res generadores de fuerza que usan la energía derivada de la hi- 
drólisis del ATP para “tirar” del polipéptido desplegado a través 
del poro de translocación. Según un enfoque alternativo, las cha- 
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peronas ayudan a la difusión del polipéptido a través de la mem- 
brana. La difusión es un proceso aleatorio en el que una molécula 
puede moverse en cualquier dirección disponible. Considérese lo 
que sucedería si un polipéptido desplegado entrara a un poro de 
translocación en la membrana mitocondrial y “metiera la cabeza” 
en la matriz. De igual modo, qué sucedería si una chaperona que 
reside en la superficie interna de la membrana pudiera unirse 
con el polipéptido sobresaliente de tal forma que bloqueara la 
difusión del polipéptido de regreso por el poro y hacia el citosol, 
pero no bloqueara su difusión hacia la matriz. A medida que el 
polipéptido se difunde cada vez más hacia la matriz, se produ- 
cirían uniones repetidas con la molécula chaperona y en cada 
etapa impediría que se difundiera de regreso. Este mecanismo 
de acción de las chaperonas se conoce como difusión tendenciosa 
y se dice que la chaperona actúa como “trinquete browniano”; el 
término “browniano” se refiere a la difusión aleatoria y un “trin- 
quete” es un instrumento que permite el movimiento sólo en una 
dirección. Los estudios recientes sugieren la probabilidad de que 
se utilicen ambos mecanismos de acción de las moléculas cha- 
peronas y actúen en cooperación. Sin importar cuál sea el meca- 
nismo de entrada, una vez que está en la matriz, el polipéptido 
obtiene su conformación nativa (paso 5a, fig. 8-47a) después de 
la eliminación enzimática de la secuencia previa (paso 5b). 


Captación de proteínas en los cloroplastos 


Los cloroplastos poseen seis subcompartimientos a los que pue- 
den llegar las proteínas: membranas de envoltura interna y ex- 
terna, espacio intermembranoso, estroma, membrana tilacoidal y 
luz del tilacoide (fig. 8-48). Los mecanismos de importación del 
cloroplasto y la mitocondria tienen muchas similitudes, aunque 
sus mecanismos de translocación evolucionaron de manera inde- 
pendiente. Como sucede en la mitocondria: 


1. La gran mayoría de las proteínas de los cloroplastos se impor- 
ta del citosol. 


2. Las membranas de envoltura externa e interna contienen dis- 
tintos complejos de translocación (complejos Toc y Tic, respec- 
tivamente) que funcionan juntos durante la importación. 


3. Las moléculas chaperonas ayudan a desplegar los polipépti- 
dos en el citosol y plegar las proteínas en el cloroplasto. 


4. Las proteínas destinadas al cloroplasto se sintetizan con una 
secuencia terminal N removible (llamada péptido de tránsito). 


El péptido de tránsito hace algo más que sólo dirigir a un 
polipéptido al cloroplasto: le proporciona un “domicilio” que lo- 
caliza al polipéptido en uno de varios posibles compartimientos 
dentro del organelo (fig. 8-48). Todas las proteínas que pasan 
por la envoltura del cloroplasto contienen un dominio de dirección 
estromal como parte de su péptido de tránsito que garantiza que 
el polipéptido entre al estroma. Una vez en el estroma, se retira 
el dominio directriz del estroma mediante una peptidasa proce- 
sadora que se localiza en ese compartimiento. Los polipéptidos 
que pertenecen a la membrana tilacoidal o a la luz tilacoide po- 
seen un segmento adicional en el péptido de tránsito, el dominio 
de transferencia tilacoide, que determina la entrada al tilacoide. Se 
han identificado distintas vías y a través de ellas, las proteínas se 
insertan en la membrana tilacoidal o se trasladan a la luz tilacoi- 
de. Estas vías muestran similitudes llamativas con los sistemas 
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FIGURA 8-48 Importación de proteínas al cloroplasto. Las proteínas 
codificadas por genes nucleares se sintetizan en el citosol y se importan a 
través de poros recubiertos con proteína en ambas membranas de la en- 
voltura externa del cloroplasto (paso 1). Las proteínas destinadas al es- 
troma (paso 1a) contienen un dominio directriz al estroma en el extremo 
N, mientras que las proteínas destinadas al tilacoides (paso 1b) poseen 
un dominio directriz al estroma y un dominio de transferencia tilacoide 
en su extremo N. Las proteínas estromales permanecen en el estroma 
(paso 2) después de la translocación a través de la envoltura exterior y la 
eliminación de su única secuencia directriz. La presencia del dominio de 
transferencia tilacoide hace que las proteínas tilacoides se trasladen a la 
membrana tilacoidal o la crucen del todo (paso 3). Varias de las proteínas 
de la membrana tilacoidal se codifican en genes del cloroplasto y se sin- 
tetizan en los ribosomas del cloroplasto que están unidos a la superficie 
exterior de la membrana tilacoidal (paso 4). 


de transporte de las células bacterianas, los supuestos ances- 
tros de los cloroplastos. Muchas de las proteínas que residen 
dentro de la membrana tilacoidal se codifican en genes del clo- 
roplasto y se sintetizan en ribosomas unidos a la membrana del 
cloroplasto, como se ilustra en el paso 4 de la figura 8-48. 


1. ¿De qué forma las proteínas, como las enzimas del ciclo 
del ácido tricarboxílico, pueden llegar a la matriz mito- 
condrial? 

¿Cuál es la función de las chaperonas citosólicas y mito- 
condriales en el proceso de importación mitocondrial? 
Distinga entre dos posibles mecanismos de importación: 
difusión tendenciosa y motores generadores de fuerza. 
Describa los pasos por los cuales un polipéptido se 
movería del citosol, donde se sintetiza, a la luz tilacoide. 


N 


Y 


A 
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VÍAS EXPERIMENTALES 


Endocitosis mediada por receptor 


El desarrollo embrionario comienza con la fusión de un espermatozoide 
minúsculo y un óvulo mucho mayor. Los óvulos se desarrollan a partir 
de los oocitos, los cuales acumulan el vitelo que se sintetiza en otra parte 
del cuerpo de la mujer. ¿Cómo pueden entrar las proteínas vitelinas de 
alto peso molecular en el oocito? En 1964, Thomas Roth y Keith Porter 
de la Harvard University informaron sobre el mecanismo por el cual las 
proteínas vitelinas podrían penetrar en los oocitos de mosquitos. Ad- 
virtieron que durante las etapas de crecimiento rápido del oocito había 
un aumento notable del número de concavidades en la superficie del 
oocito. Las concavidades, que se formaban por la invaginación de la 
membrana plasmática, estaban cubiertas en su superficie interna con 
aspecto velloso. En una proposición visionaria, Roth y Porter postula- 
ron que las proteínas vitelinas se adsorbían de manera específica en la 
superficie externa de la membrana de las concavidades cubiertas y que 
luego se invaginaban como vesículas cubiertas. Las vesículas cubiertas 
perderían su cubierta de aspecto velloso y se fusionarían entre sí para 
producir los cuerpos vitelinos grandes y delimitados por membrana ca- 
racterísticos del oocito maduro. 

La primera noción de la estructura de las vesículas cubiertas la 
obtuvieron Toku Kanaseki y Ken Kadota de la Universidad de Osaka en 
1969.? El estudio con microscopio electrónico de una fracción vesicular 
burda aislada de cerebros de cobayos de Guinea mostró que las vesículas 
cubiertas estaban revestidas por una red poligonal (fig. 1). Estos inves- 
tigadores sugirieron que las cubiertas eran un aparato para controlar el 
desdoblamiento de la membrana plasmática durante la formación de la 
vesícula. 

Los primeros estudios sobre la naturaleza bioquímica de la cubier- 
ta vesicular se publicaron en 1975 a cargo de Barbara Pearse del Medical 
Research Council en Cambridge, Inglaterra.? Pearse desarrolló un pro- 
cedimiento en el que las vesículas de membrana de cerebros de cerdo 
se centrifugaban a través de una sucesión de gradientes de densidad de 
sacarosa hasta obtener una fracción purificada de vesículas cubiertas. 
La proteína de las vesículas cubiertas se solubilizó y fraccionó median- 
te electroforesis en SDS-gel de poliacrilamida (SDS-PAGE, sección 
18.7). Los resultados indicaron que la cubierta contenía una especie 
predominante de proteína con una masa molecular cercana a 180000 
Da. Pearse denominó clatrina a esta proteína. La investigadora encontró 
la misma proteína (basada en la masa molecular y el mapeo peptídico) 
en preparaciones de vesículas cubiertas que se habían aislado de varios 
tipos distintos de células obtenidas de más de una especie animal.* 


(a) (b) 


Mientras se realizaba el estudio descrito, al parecer una línea de 
investigación independiente comenzó en 1973 en los laboratorios 
de Michael Brown y Joseph Goldstein de la University of Texas Medical 
Schoolen Dallas. Brown y Goldstein se habían interesado en el trastorno 
hereditario hipercolesterolemia familiar (FH). Las personas homocigó- 
ticas para el gen defectuoso (el alelo FA), que tenían concentraciones 
muy altas de colesterol sérico (800 mg/100 ml contra 200 mg/100 ml 
de las personas sanas) y siempre desarrollaban bloqueos arteriales graves 
(ateroescleróticos), por lo general morían por infarto cardiaco antes de 
los 20 años de edad. En ese momento se sabía muy poco acerca de los 
defectos fisiológicos o bioquímicos fundamentales de este trastorno. 

Brown y Goldstein empezaron sus estudios de la hipercolesterole- 
mia familiar con el examen del metabolismo del colesterol en fibroblas- 
tos cultivados obtenidos de la piel de individuos sanos y pacientes con 
el trastorno. Encontraron que la enzima que controla la velocidad de la 
biosíntesis del colesterol, la reductasa de HMG-CoA, podía inhibirse 
en los fibroblastos normales con la adición de lipoproteínas que conte- 
nían colesterol (como la LDL) (fig. 2).? Por lo tanto, la adición de LDL 
al medio de cultivo en el que crecían fibroblastos normales redujo la ac- 
tividad de la reductasa de HMG-CoA, con el descenso correspondiente 
de la síntesis de colesterol en los fibroblastos. Cuando se midieron las 
concentraciones de reductasa de HMG-CoA en los fibroblastos prove- 
nientes de personas con hipercolesterolemia familiar, se encontró que 
eran 40 a 60 veces más altas que en los fibroblastos normales.* Además, 
la actividad enzimática de los fibroblastos con el trastorno no se modifi- 
caba por la presencia de LDL en el medio de cultivo (fig. 3). 

¿De qué forma las lipoproteínas en el medio afectan la actividad de 
una enzima en el citoplasma de células cultivadas? Para responder esta 
pregunta, Brown y Goldstein iniciaron estudios sobre la interacción en- 
tre las células y las lipoproteínas. Agregaron LDL con marca radiactiva 
a las cajas de cultivo que tenían una sola capa de fibroblastos derivados 
de sujetos con hipercolesterolemia familiar o personas sanas.” Los fibro- 
blastos normales captaban las moléculas marcadas de LDL con gran afi- 
nidad y especificidad, pero las células mutantes eran incapaces de unirse 
con estas moléculas de lipoproteína (fig. 4). Tales resultados indicaron 
que las células normales tienen un receptor muy específico para LDL 
y que este receptor es defectuoso o inexistente en las células de pacientes 
con hipercolesterolemia familiar. 

Para visualizar el proceso de unión e interiorización del receptor, 
Brown y Goldstein formaron un equipo con Richard Anderson, quien 


FIGURA 1 (a) Un modelo hecho a mano de una “canasta 
vacía” que formaría la celosía superficial de una vesícula 
cubierta. (4) Micrografía electrónica de alto poder de 
una canasta proteinácea vacía. Los números 5 y 6 se 
refieren a elementos pentagonales y hexagonales en la 
malla, respectivamente. (A-B: TOMADAS DE Toku Kana- 
SEKI Y Ken Kapora, J. CELL BroL. 42:216, 1969; con 
AUTORIZACIÓN DE ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 
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FIGURA 2 La actividad de la reductasa de HMG-CoA en los fibroblas- 
tos normales se midió después de la adición de la fracción de lipoproteí- 
na de suero de becerro (cuadros vacíos), suero de becerro no fracciona- 
do (círculos llenos) o la fracción no lipoproteínica del suero de becerro 
(triángulos vacíos). Es evidente que las lipoproteínas disminuyen en 
gran medida la actividad de la enzima, mientras que las no lipoproteínas 
tienen poco efecto. (TomaDa DE M. S. Brown ET AL. Proc. NaT'L. 


Acan. Sci. USA 70:2166, 1973.) 


había estudiado la estructura celular con el microscopio electrónico. El 
grupo incubó fibroblastos de personas sanas y de pacientes con hiperco- 
lesterolemia familiar junto con LDL que se había unido mediante enla- 
ce covalente con la ferritina, una proteína que contiene hierro. A causa 
de los átomos de hierro, las moléculas de ferritina pueden dispersar un 
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FIGURA 3 Fibroblastos de un sujeto testigo (círculos llenos) o un paciente 
con hipercolesterolemia familiar (FH) homocigota (círculos vacíos) que 
se cultivaron en placas que contenían suero de becerro fetal. En el sexto 
día (que corresponde a la hora cero en la gráfica) el medio se sustituyó por 
un medio de cultivo fresco que contenía plasma humano deficiente en 
lipoproteínas. Después del tiempo indicado, se prepararon extractos y se 
midió la actividad de la reductasa de HMG-CoA. Si se observan las cé- 
lulas testigo, resulta aparente que al principio del periodo de vigilancia las 
células tienen muy poca actividad enzimática porque el medio contenía 
tantas lipoproteínas con colesterol que las células no necesitaban sintetizar 
su propio colesterol. Una vez que se cambió el medio al plasma deficiente 
en lipoproteínas, las células ya no fueron capaces de utilizar el colesterol 
del medio, por lo que aumentó la cantidad de enzima en la célula. En 
cambio, las células de pacientes con FH no mostraron respuesta a la pre- 
sencia o ausencia de lipoproteínas en el medio. (Tomana DE J. L. GoLDs- 
TEIN Y M. S. Brown, Proc. NaT'L. Acab. Sci. USA 70:2805, 1973.) 
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FIGURA 4 Transcurso del tiempo de la unión de LDL marcada con 9 a 
las células de un sujeto sano (círculos) y a un homocigótico con FH (trián- 
gulos) a 37°C. Las células se incubaron en un medio amortiguador que 
contenía 5 mg/ml de [I] LDL en presencia (círculos y triángulos vacíos) 
y ausencia (círculos y triángulos llenos) de 250 mg/ml de LDL no marca- 
da. Es evidente que en ausencia de LDL no marcada adicional, las células 
normales se unen con cantidades significativas de LDL marcada, pero no 
las células de pacientes con FH. La unión de LDL marcada disminuye en 
grado notorio en presencia de LDL no marcada porque las lipoproteínas 
no marcadas compiten con las marcadas por los sitios de unión. Por lo tan- 
to, la unión de la lipoproteína con las células es específica (no es resultado 
de algún fenómeno de unión inespecífica). (Tomana DE M. S. Brown Y 
J. L. GoLpsrTEIN, Proc. NaT'L. Acap. Scr. USA 71:790, 1974.) 


haz de electrones y así se pueden visualizar en el microscopio electró- 
nico. Cuando los fibroblastos normales se incubaron con ferritina-LDL 
a 4C, una temperatura en la que los ligandos pueden unirse con la 
superficie celular, pero no pueden interiorizarse, las partículas de ferriti- 
na-LDL se vieron unidas a la superficie celular. Un examen minucioso 
reveló que las partículas de LDL no estaban diseminadas al azar sobre 
la superficie celular, sino localizadas en segmentos cortos de la membra- 
na plasmática en los que la membrana se invaginaba y estaba cubierta 
con un material “difuso” (fig. 5).* Estos segmentos de la membrana eran 
similares a las concavidades cubiertas descritas al principio por Roth y 


FIGURA 5 Micrografía electrónica que muestra la unión de LDL con las 
concavidades cubiertas de fibroblastos humanos. La LDL se hizo visible 
al conjugar las partículas con ferritina que contenía hierro, una sustancia 
densa para microscopio electrónico. (TomADA DE R. G. W. ANDERSON, 
M. S. Brown y J. L. GoLpsTEIN, CELL 10:356, 1977. Con AUTORIZA- 
CIÓN DE CELL Press.) 
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Porter y desde entonces se han visto en diversos tipos celulares. Aun- 
que las células de los pacientes con FH tienen un número similar de 
concavidades cubiertas en su superficie, ninguna partícula de ferritina- 
LDL se unió con estas células mutantes. Los resultados apoyaron la 
proposición de que el alelo mutante para la hipercolesterolemia familiar 
codifica un receptor incapaz de unirse con LDL. Los estudios siguientes 
con microscopia electrónica sobre la interiorización de LDL-ferritina 
revelaron la vía endocítica por la cual se interiorizan estas partículas de 
lipoproteínas, como se describe en el capítulo.’ 

Con base en estos resultados, el grupo postuló que la interioriza- 
ción rápida de la LDL unida al receptor depende de la localización de 
los receptores para LDL en las concavidades cubiertas. A partir de este 
postulado, se infiere que si un receptor para LDL no se localiza dentro 
de una concavidad cubierta, sería incapaz de entregar su ligando unido 
a los lisosomas celulares y, por lo tanto, sería imposible que influyera en 
la biosíntesis de colesterol dentro de la célula. Más o menos en esa épo- 
ca se descubrió un receptor para LDL con un tipo diferente de muta- 
ción. Los receptores para LDL que tienen este nuevo defecto (conocido 
como la mutación J.D. por el paciente en el que se encontró) se unen con 
cantidades normales de LDL marcada con radiactividad, pero la lipo- 
proteína unida con el receptor no se interiorizó y, por consiguiente, no 
llegó a los lisosomas citoplásmicos para el procesamiento.*” Anderson et 
al. postularon que el receptor LDL era una proteína transmembranosa 
que en condiciones normales se localiza en las concavidades cubiertas 
porque su dominio citoplásmico se une de manera específica con un 
componente de las concavidades cubiertas, tal vez la clatrina (pero más 
tarde se identificó como una subunidad probable de un adaptador AP, 
como se explica más adelante). A causa de un defecto en este dominio 
citoplásmico, el receptor mutante J.D. fue incapaz de localizarse en las 
concavidades cubiertas de la célula. Las personas con esta mutación tie- 
nen el mismo fenotipo que los individuos cuyos receptores son incapa- 
ces de unirse con la lipoproteína de baja densidad. 

Los estudios subsecuentes determinaron que el receptor normal 
para LDL es una glucoproteína transmembranosa de 839 aminoácidos, 
y los 50 aminoácidos del extremo carboxilo terminal se extienden hacia 
dentro a partir de la membrana como dominio citoplásmico. El análi- 
sis del receptor mutante J.D. reveló que la proteína contenía una sola 
sustitución de aminoácidos: un residuo de tirosina que en condiciones 
normales se localiza en la posición 807 se cambió por una cisteína.** 
Esta sola alteración en la secuencia de aminoácidos eliminó la capacidad 
de la proteína para concentrarse en las concavidades cubiertas. 

En los años siguientes, la atención se desvió hacia las secuencias 
de aminoácidos de las colas citoplásmicas de otros receptores que se 
localizan en las concavidades cubiertas. Los estudios sobre un conjunto 
diverso de receptores de membrana revelaron varias señales de inte- 
riorización compartidas por muchas proteínas de membrana. Las dos 
señales más frecuentes son: 1) una señal YXX¿ (como en el receptor 
para transferrina) en el que X puede ser cualquier aminoácido y Q es 
un aminoácido con una cadena lateral hidrófoba voluminosa, y 2) una 
señal ácido de dileucina que contiene dos residuos adyacentes de leucina 
(como en la proteína CDA que sirve como receptor para VIH en la su- 
perficie de los linfocitos T). La secuencia YXXọ del receptor se une con 
la subunidad y de los adaptadores AP2 y la fracción dileucina se une 
con la subunidad ø de los adaptadores AP2 (fig. 8-40).*? Los estudios 
cristalográficos con rayos X revelaron la naturaleza de las interacciones 
entre el adaptador y estas señales de interiorización. Dentro de la sub- 
unidad y existen dos sacos hidrófobos, uno que se une con el residuo de 
tirosina y el otro que se une con la cadena lateral hidrófoba voluminosa 
de la señal de interiorización YXX¿.** De igual manera, la señal dileuci- 
na se une con un saco hidrófobo en la subunidad o.** Mientras tanto, el 
complejo adaptador AP2 se une con la cubierta de clatrina mediante su 
subunidad beta (fig. 8-40). Como resultado de estos diversos contactos 
intermoleculares, el complejo adaptador y el receptor quedan atrapados 
en las concavidades cubiertas antes de la endocitosis.Kevisión en 15 


FIGURA 6 Serie de imágenes con fluorescencia que muestran la captura de 
una partícula individual LDL con fluorescencia roja en una concavidad cu- 
bierta con clatrina de fluorescencia verde, y su incorporación a una vesícula 
cubierta con clatrina que se descubre y se desplaza al citoplasma. Los pro- 
cesos se describen en el texto. T] a T, son los intervalos antes de la fijación 
(T) y durante ella (T,), el movimiento lateral conjunto de LDL y clatrina 
antes del descubrimiento (T,) y el movimiento de LDL después del descu- 
brimiento (T,), respectivamente. Los tiempos indicados están en segundos 
en cada cuadro, donde O corresponde al instante en que LDL y clatrina 
se unen. (Tomapa DE MaArceLO EHRLICH ET AL., CORTESÍA DE TOMAS 
KIRCHHAUSEN, CELL 118:597, 2004; CON AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 


En la última década se siguieron distintas líneas de investigación, 
muchas de éstas sobre la endocitosis mediada por clatrina. Uno de los 
enfoques experimentales más fructíferos ha sido marcar dos o más com- 
ponentes de la maquinaria endocítica con diferentes colorantes fluores- 
centes y seguir sus movimientos en el tiempo dentro de una célula viva. 
Usando este método, los investigadores han observado dinamina, adap- 
tadores AP2 o diferentes tipos de receptores de carga unidos a concavi- 
dades cubiertas con clatrina para ser envueltos por una vesícula cubierta 
de clatrina, que entonces se desprende en el citoplasma y desaparece. En 
la figura 6 se ilustra un ejemplo de este tipo de experimento." Las mi- 
crografías de fluorescencia muestran la superficie de una célula epitelial 
de mamífero cultivada que expresa una cadena ligera de clatrina fusiona- 
da a una variante de la proteína fluorescente verde. Las zonas verdes re- 
presentan en mayor medida concavidades cubiertas con clatrina situadas 
en la superficie celular. Los puntos que se tiñen de rojo son partículas de 
LDL individuales marcadas con fluorescencia que se agregaron al medio 
de cultivo de las células. La serie de imágenes ilustra una concavidad 
cubierta de clatrina individual (indicada por las flechas verdes en los 
primeros cuadros rotulados T,) que ha capturado una partícula de LDL 
específica (indicada por las flechas rojas en estos mismos cuadros inicia- 
les). Una vez que la partícula de LDL se unió a un receptor de LDL en la 
concavidad cubierta, la superposición de los dos colorantes fluorescentes 
produce una mancha amarillo-anaranjada (indicada por las flechas ama- 
rillas en los cuadros rotulados T, y T,). Los cuadros restantes (rotulados 
T,) muestran la vesícula descubierta que contiene la partícula de LDL 
con fluorescencia roja, desplazándose hacia el citoplasma adyacente. 
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SINOPSIS 


El citoplasma de las células eucariotas contiene un sistema de or- 
ganelos membranosos, incluidos el retículo endoplásmico, apara- 
to de Golgi y lisosomas, que establecen una relación funcional y 
estructural entre ellos y con la membrana plasmática. Estos diver- 
sos organelos membranosos son parte de una red dinámica e inte- 
grada de endomembrana en la que los materiales van y vienen como 
parte de vesículas de transporte que se forman al desprenderse de 
un compartimiento y fusionarse con otro. Una vía biosintética (se- 
cretora) mueve proteínas de su sitio de síntesis en el ER a través del 
aparato de Golgi hasta su destino final (un organelo, la membrana 
plasmática o el espacio extracelular), mientras que una vía endocítica 
desplaza material en sentido contrario, de la membrana plasmática o 
espacio extracelular al interior de la célula. El cargamento se dirige a 
su destino apropiado mediante señales específicas que son parte de 
las proteínas mismas (pág. 265). 


El retículo endoplásmico (ER) es un sistema de túbulos, cisternas 
y vesículas que divide el citoplasma en un espacio luminal dentro 
de las membranas del ER y un espacio citosólico fuera de las mem- 
branas. El ER se divide en dos grandes tipos: el ER rugoso (RER), 
que está formado por cisternas aplanadas y cuyas membranas tienen 
ribosomas unidos, y el ER liso (SER), que se compone sobre todo de 
compartimientos tubulares y cuyas membranas carecen de ribosomas. 
Las funciones del SER varían de una célula a otra e incluyen la sínte- 
sis de hormonas esteroideas, desintoxicación de una amplia variedad 
de compuestos orgánicos y secuestro de iones calcio. Las funciones 
del RER incluyen síntesis de las proteínas que se secretan después, 
proteínas lisosómicas y proteínas integrales de membrana (pág. 273). 


Las proteínas que se sintetizan en los ribosomas unidos con la 
membrana del RER se reconocen por una secuencia de señal hi- 
drófoba, que casi siempre se sitúa cerca del extremo N del polipép- 
tido naciente. Conforme la secuencia de señal surge del ribosoma, se 
le une una partícula de señal de reconocimiento (SRP) que detiene la 
síntesis y media la unión del complejo a la membrana del RER. Des- 
pués de la unión, la SRP se libera de la membrana y el polipéptido 
naciente pasa por un poro recubierto con proteína en la membrana 
del ER hacia la luz de éste. Las proteínas lisosómicas y secretoras se 
trasladan completas hacia la luz, mientras que las proteínas de mem- 
brana se incluyen en la bicapa lipídica gracias a una o más secuencias 


transmembranosas hidrófobas. Las proteínas que no se pliegan en 
forma correcta se trasladan de regreso al citosol y se destruyen. Una 
vez que una proteína nueva se sitúa en la luz o la membrana del RER, 
puede moverse de ese sitio a destinos específicos de la vía biosintética. 
Si la luz del ER se “atraganta” por la abundancia excesiva de las pro- 
teínas recién sintetizadas, una respuesta integral llamada respuesta a 
proteínas desplegadas detiene la síntesis de las proteínas en el ER y 
fomenta la eliminación de las que ya están presentes (pág. 276). 


La mayor parte de los lípidos de las membranas celulares también 
se sintetiza en el ER y se traslada de ese sitio a varios destinos. 
Los fosfolípidos se sintetizan en la cara citosólica del ER y se inser- 
tan en la hoja externa de la membrana del mismo. Algunas de estas 
moléculas después giran hacia la hoja contraria. La composición de 
lípidos de las membranas se modifica de varias maneras. Por ejem- 
plo, los fosfolípidos pueden transportarse en forma selectiva de la 
membrana de un organelo a otro, o los grupos cabeza de lípidos 
específicos pueden modificarse por medios enzimáticos (pág. 279). 


La adición de azúcares (glucosilación) a los residuos de asparagi- 
na de las proteínas inicia en el ER rugoso y continúa en el aparato 
de Golgi. Las secuencias de los azúcares que constituyen las cadenas 
de oligosacáridos de las glucoproteínas se determinan por los tipos 
y localizaciones de los miembros de una gran familia de glucosil- 
transferasas, enzimas que transfieren un azúcar específico de un azú- 
car de nucleótido donador a un receptor específico. Las cadenas de 
carbohidrato se ensamblan en el ER, un azúcar a la vez, y luego se 
transfieren como unidad del portador dolicol a un residuo de aspa- 
ragina del polipéptido. Casi tan pronto como se transfiere el bloque 
de carbohidrato, empieza a modificarse, primero por la eliminación 
de los residuos terminales de glucosa. Las vesículas de membrana, 
con su cargamento dentro, se desprenden de los bordes del ER y se 


dirigen al aparato de Golgi (pág. 280). 


El aparato de Golgi funciona como una planta procesadora, mo- 
difica los componentes de la membrana y el cargamento sintetiza- 
do en el ER antes de desplazarse a su destino final. El aparato de 
Golgi también es el sitio de síntesis de los polisacáridos comple- 
jos que forman la matriz de la pared celular de los vegetales. Cada 
aparato de Golgi consiste en una pila de cisternas aplanadas pareci- 
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das a platos, con bordes dilatados, vesículas y túbulos relacionados. 
Los materiales entran a la pila por la cara cis y se modifican a medi- 
da que se mueven por transporte vesicular hacia la cara contraria, o 
trans. Mientras atraviesan la pila, se agregan azúcares a las cadenas 
de oligosacáridos por acción de las glucosiltransferasas localizadas 
en cisternas de Golgi particulares. Una vez que las proteínas llegan a 
la red trans de Golgi (TGN) al final de la pila, están listas para cla- 
sificarse y dirigirse a su destino celular o extracelular final (pág. 284). 


La mayoría, si no es que todas las vesículas que transportan mate- 
riales por el sistema de endomembrana, se encierran al principio 
en una cubierta proteínica. Se han identificado varios tipos de ve- 
sículas cubiertas. Las vesículas cubiertas con COP II transportan 
materiales del ER al aparato de Golgi. Las vesículas cubiertas con 
COP I trasladan materiales en el sentido contrario (retrógrado), del 
aparato de Golgi al ER. Las vesículas cubiertas con clatrina llevan 
materiales de la TGN a los endosomas, lisosomas y vacuola central 
(en las plantas). Las vesículas cubiertas con clatrina también forman 
parte de la vía endocítica, trasladan materiales de la membrana plas- 
mática a los endosomas y lisosomas (pág. 288). 


Cada compartimiento de la vía biosintética o endocítica tiene 
una composición proteínica característica. Las proteínas residen- 
tes tienden a ser retenidas en ese compartimiento particular y se 
recuperan si escapan a otros compartimientos. La mayor parte de la 
clasificación de proteínas en la vía biosintética ocurre en los últimos 
compartimientos de Golgi, la TGN. La TGN es la fuente de las 
vesículas que contiene proteínas de membrana particulares que diri- 
gen la vesícula hacia un destino particular. Las enzimas lisosómicas 
producidas en el ER rugoso se separan en la TGN y se dirigen a los 
lisosomas en vesículas cubiertas con clatrina. Las enzimas lisosómi- 
cas están encerradas en estas vesículas desprendidas porque tienen 
residuos de manosa fosforilada en sus oligosacáridos centrales. Los 
receptores de membrana (MPR) reconocen estos oligosacáridos 
modificados. En cambio, los receptores están unidos con una cla- 
se de adaptadores (proteínas GGA) que forman una capa entre la 
cubierta externa de clatrina y la membrana de la vesícula (pág. 289). 


Las vesículas que se desprenden de un compartimiento donador po- 
seen proteínas específicas en su membrana que reconocen a las pro- 
teínas localizadas en el compartimiento blanco (aceptor). El acopla- 
miento de dos membranas está mediado por proteínas de fijación y re- 
gulado por una gran familia de proteínas G llamadas Rab. SNARE-v 
y SNARE-t median la fusión de las membranas donadora y receptora 
e interactúan para formar haces de cuatro cadenas (pág. 294). 


” 


Los lisosomas son organelos limitados por membrana de aparien- 
cia diversa que contienen conjuntos de hidrolasas ácidas capaces de 
digerir cualquier tipo de macromolécula biológica. Entre sus nu- 
merosas funciones, los lisosomas degradan materiales, como bacterias 
y detritos, que llegan a la célula por fagocitosis, degradan los organelos 
citoplásmicos viejos mediante un proceso llamado autofagia y digie- 
ren diversas macromoléculas que se liberan mediante endosomas por 
endocitosis mediada por receptor. En los vertebrados, los lisosomas 
tienen una función clave en la defensa inmunitaria (pág. 297). 


Las vacuolas de las plantas realizan diversas actividades. Las va- 
cuolas sirven como almacén temporal para los solutos y macromo- 
léculas; contienen compuestos tóxicos que se emplean en la defensa; 
suministran un contenedor para los desechos celulares; mantienen 
un compartimiento hipertónico que ejerce la presión de turgencia 
contra la pared celular; y son el sitio para la digestión intracelular 


mediada por hidrolasas ácidas (pág. 301). 


La endocitosis facilita la captación de líquido y macromoléculas 
suspendidas, la interiorización de los receptores de membrana y 
sus ligandos unidos y además participa en el reciclaje de la mem- 
brana entre la superficie celular y el citoplasma. La fagocitosis es 
la captación de materia en partículas. En la endocitosis mediada 
por receptor, ligandos específicos se unen con los receptores de la 
membrana plasmática. Los receptores se reúnen en concavidades de 
la membrana que están cubiertas por su cara citoplásmica con un so- 
porte poligonal de moléculas de clatrina. Las concavidades cubiertas 
dan origen a vesículas cubiertas, que pierden su cubierta y entregan 
su contenido a un endosoma y, al final, a un lisosoma. La fagocitosis 
puede funcionar como mecanismo de alimentación o como sistema 


de defensa celular (pág. 302). 


Las proteínas dentro de los peroxisomas, mitocondrias o cloro- 
plastos que están codificadas en genes nucleares deben importar- 
se al organelo después de la traducción. En todos estos casos, las 
proteínas que deben importarse contienen secuencias de señal que 
interactúan con los receptores encargados de la importación de pro- 
teínas. Estos tres organelos tienen canales recubiertos con proteína 
en sus membranas que promueven la translocación de polipéptidos 
plegados (en los peroxisomas) o polipéptidos desdoblados (en las mi- 
tocondrias y cloroplastos) al interior del organelo. Las mitocondrias 
y los cloroplastos contienen varios compartimientos diferentes a los 
que se dirigen las proteínas nuevas recién translocadas (pág. 309). 


PREGUNTAS ANALJITICAS 


1. ¿Cuál (si lo hay) de los polipéptidos siguientes se esperaría que ca- 
reciera de péptido de señal: colágena, fosfatasa ácida, hemoglobina, 
proteínas ribosómicas, glucoforina, proteínas del tonoplasto? 


2. Supóngase que sospecha que un paciente podría sufrir enfer- 
medad de células I (pág. 299). ¿Cómo confirmaría que el diag- 


nóstico es preciso con células cultivadas de ese paciente? 


3. ¿En qué compartimiento celular se esperaría que una glucopro- 
teína tuviera el mayor contenido de manosa, V-acetilglucosa- 
mina y ácido siálico? 

4. En la página 309 se indicó que los peroxisomas son capaces 
de importar proteínas plegadas. Sin embargo, estos organelos 
son impermeables a moléculas relativamente pequeñas, como 
NADH y acetil-CoA. ¿Cómo es posible que sea permeable a 


unas y no a otros? 


5. ¿Cuáles son las dos proteínas que esperaría encontrar como 
componentes integrales de la membrana del RER y que esta- 
rían ausentes de la membrana del SER?, ¿cuáles son dos de las 


proteínas del SER que no existen en el RER? 


6. Si se desea estudiar el proceso de secreción regulada en una 
célula que carece de gránulos secretores maduros, esto es, ve- 
sículas que contienen material secretor que ya está listo para 
exportarse, ¿cómo podría obtenerse una célula que no tuviera 
tales gránulos? 


7. En la página 300 se describió cómo podría prepararse gluco- 
cerebrosidasa que tuviera residuos de manosa en el extremo 
de sus oligosacáridos superficiales y no en el azúcar usual, el 
ácido siálico. Una versión similar de la glucocerebrosidasa con 
residuos de manosa expuestos está en proceso de producción 


10. 


de 


12. 


13. 


mediante tecnología de DNA recombinante con una línea es- 
pecial de células. ¿Qué características cree que pudieran tener 
estas células? Un indicio: la información para responder esta 
pregunta está en la figura 8-22. 


La autorradiografía depende de partículas emitidas por átomos 
radiactivos que golpean una emulsión fotográfica que se en- 
cuentra sobre el corte tisular. Cuando se desarrolla la emulsión, 
el sitio en el que la partícula golpeó la emulsión aparece como 
un grano plateado, como en la figura 8-34. ¿Cómo cree que 
afectaría el grosor del corte a la resolución de la técnica, esto es, 
la capacidad para localizar el sitio preciso en la célula en el que 
se incorporó la radiactividad? 


¿En qué parte de la célula esperaría que se incorporaran pri- 
mero los compuestos siguientes: [*H]leucina, [*H]lácido siálico, 
[*H]manosa, [*H]colina, [*H]ácido glucurónico (precursor de 
los GAG), [*H]pregnenolona (precursor de hormonas esteroi- 
deas), PH ]ramnosa en una célula vegetal (la ramnosa es precur- 
sora de las pectinas)? 


¿Cuál de las células siguientes esperaría que participara en for- 
ma más activa en la endocitosis por volumen: a) un eritrocito, b) 
una célula acinar pancreática, c) una célula de músculo esquelé- 
tico?, ¿por qué? 

¿Esperaría que las propiedades del lado de la cisterna de las 
membranas de Golgi fueran más parecidas al lado extracelular 
o al citosólico de la membrana plasmática?, ¿por qué? 


¿Qué compartimiento(s) de una célula se relaciona(n) con cada 
uno de los siguientes: clatrina, iones calcio en una célula de 
músculo esquelético, fosfato de dolicol, ribonucleasa y lipasa, 
digital, receptores para LDL, proteínas COP I, proteínas COP 
II, SRP no unidas? 


Si un corte de tejido pancreático se incubara en [*H]leucina en 
forma continua durante dos horas, ¿en qué parte de las células 
acinares esperaría encontrar la radiactividad incorporada? 


14. 


15. 


16. 


17. 


18. 


19. 
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Si agregara un fármaco que interfiere con la capacidad de los 
ribosomas para unirse con mRNA, ¿qué efecto esperaría que 
tuviera en la estructura del ER rugoso? 


No todos los receptores que participan en la endocitosis me- 
diada por receptores se localizan en las concavidades cubiertas 
antes de unirse al ligando, pero se concentran en éstas antes 

e la interiorización ¿Cómo presupone que la unión de un li- 
de la int ¿C 1 d li 
gando haría que un receptor se concentrara en una concavidad 
cubierta? 


En el texto se indicó que los lisosomas carecen de una aparien- 
cia distintiva con un microscopio electrónico. ¿Cómo podría 
establecer si una vacuola particular es en realidad un lisosoma? 


Los estudios de un raro trastorno hereditario, la enfermedad 
de Dent, revelaron que las personas con este padecimiento ca- 
recen de un canal para el ion cloro en los endosomas de las cé- 
lulas de los túbulos renales. Dichos pacientes sufren diversos 
síntomas que sugieren que sus compartimientos endosómicos 
no eran tan ácidos como los de individuos normales. ¿Cómo 
presupone que un defecto en el canal para el cloro explique 
esta alteración? 


Examine la micrografía con fluorescencia de la figura 8-20c. 
Aunque el aparato de Golgi tiene una tinción brillante, existe 
fluorescencia roja dispersa en otras partes de la célula. ¿Cómo 
explica la presencia de esta tinción dispersa? 


La figura 8-85 muestra la localización de la manosidasa 11 
marcada con GFP en una célula tratada con siRNA contra un 
mRNA que codifica una proteína participante en un paso tem- 
prano de la vía secretora. ¿Cuál esperaría que fuera el patrón de 
fluorescencia en una célula que se trató con un siRNA contra 
un mRNA que codificara la proteína GGA? ¿Y la proteína cla- 
trina? ¿O una proteína de la partícula de reconocimiento de 
señal? 


El citoesqueleto 
y la movilidad celular 


9.1 Revisión de las principales funciones 


del citoesqueleto 
9.2 Estudio del citoesqueleto 
9.3 Microtúbulos 
9.4 Filamentos intermedios 
9.5 Microfilamentos 
9.6 Contractilidad muscular 
9.7 Motilidad extramuscular 


Perspectiva humana: 
La función de los cilios en el 
desarrollo y la enfermedad 
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l esqueleto de un vertebrado es un sistema orgánico familiar que consiste 

en elementos endurecidos que sostienen los tejidos blandos del cuerpo y 

desempeñan una función clave en los movimientos corporales. Las cé- 
lulas eucariotas también poseen un “sistema esquelético”, un citoesqueleto, que tiene 
funciones análogas. El citoesqueleto se compone de tres estructuras filamentosas bien 
definidas, microtúbulos, microfilamentos y filamentos intermedios, que en conjunto 
constituyen una red interactiva. Cada uno de los tres tipos de filamentos citoesqueléti- 
cos es un polímero de subunidades proteínicas unidas mediante enlaces débiles no co- 
valentes. Este tipo de construcción se presta a un ensamble y un desensamble rápidos, 
que dependen de una regulación celular compleja. Cada elemento del citoesqueleto 
tiene propiedades distintas. Los microtúbulos son tubos largos, huecos y sin ramifi- 
caciones compuestos por subunidades de la proteína tubulina. Los microfilamentos 
son estructuras sólidas más delgadas, a menudo organizadas en una red ramificada y 
formados por la proteína actina. Los filamentos intermedios son fibras resistentes, 
similares a cuerdas, formadas por diversas proteínas relacionadas. En el cuadro 9-1 se 
resumen las propiedades de los microtúbulos, filamentos intermedios y filamentos 
de actina. Aunque los componentes del citoesqueleto parecen estacionarios en las 
micrografías, en realidad son estructuras muy dinámicas capaces de reorganizarse en 
forma drástica. Hasta hace poco se supuso que el citoesqueleto era una innovación 


El citoesqueleto se construye con tres tipos principales de filamentos que se muestran por separado en 

las partes a-c de la figura. La distribución de cada tipo de filamento en una célula hepática cultivada 
(hepatocito) se revela con una sonda fluorescente que se une de manera especifica con ese tipo de filamen- 
to. La distribución de los microfilamentos (a) se revela mediante la unión con faloidina fluorescente; la 
distribución de microtúbulos (b) por anticuerpos antitubulina fluorescentes y la distribución de los fila- 
mentos intermedios (c) por anticuerpos fluorescentes contra queratina. La imagen en (d) es un compues- 
to de las tres imágenes previas y demuestra que la organización citoplásmica de cada tipo de filamento 
es distinta. La barra equivale a 10 ym. (TOMADA A PARTIR DE M. BISHR OMARY ET AL., TRENDS 
Briochem. Sci. 31:385, 2006. CorYrIGHT 2006 CON AUTORIZACIÓN DE ELSEVIER SCIENCE.) 
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CUADRO 9-1 Propiedades de los microtúbulos, los filamentos intermedios y los filamentos de actina 


Microtúbulos 


Filamentos intermedios 


Filamentos de actina 


Subunidades incorporadas en un 
polímero 

Sitio preferencial de la 
incorporación 

Polaridad 

Actividad enzimática 

Proteínas motoras 

Grupo principal de proteínas 
relacionadas 

Estructura 


Dimensiones 
Distribución 


Funciones principales 


Distribución subcelular 


Heterodímero GTP af tubulina 
Extremo (+) (tubulina B) 


Sí 
GTP-asa 
Cinesinas, dineínas 


MAP 
Tubo rígido, hueco, no extensible 


25 nm de diámetro externo 
Todas las células eucariotas 
Soporte, transporte intracelular, 

organización celular 
Citoplasma 


-70 proteínas diferentes 
Interno 


No 
Ninguna 
Ninguna 
Plaquinas 


Filamento resistente, flexible, 
extensible 

10-12 nm de diámetro 

Animales 

Soporte estructural 


Citoplasma + núcleo 


Monómeros de ATP-actina 
Extremo (+) (barbado) 


Sí 

ATP-asa 

Miosinas 

Proteínas de unión con actina 


Filamento helicoidal flexible, no 
extensible 

8 nm de diámetro 

Todas las células eucariotas 


Motilidad, contractilidad 


Citoplasma 


exclusiva de las células eucariotas y por tanto inexistente en las 
células procariotas. Ahora se sabe que ciertas células eucariotas 
contienen proteínas similares a la tubulina y la actina que se po- 
limerizan en filamentos citoplásmicos que realizan actividades 
semejantes a las del citoesqueleto. También se han descubierto 
en determinados procariotas que existen proteínas lejanamente 
relacionadas con las de los filamentos intermedios, por lo cual 
parecería que los tres tipos de elementos del citoesqueleto tie- 
nen sus raíces evolutivas en estructuras procariotas. El capítulo 
comienza con una breve revisión de las principales actividades 
citoesqueléticas. Mi 


r 


9.1 REVISION DE LAS PRINCIPALES — 
FUNCIONES DEL CITOESQUELETO — 


La figura 9-1 presenta una revisión de las principales actividades 
del citoesqueleto en tres diferentes células no musculares. Las 
células que se muestran en esta ilustración esquemática incluyen 
una célula epitelial polarizada, la punta de una célula nerviosa en 
proceso de elongación y una célula cultivada en fase de división. 
Como se explica en este capítulo, el citoesqueleto de estas células 
funciona como: 


Llave a las funciones citoesqueléticas 


(1) Estructura y soporte (2) Transporte intracelular (3) Contractilidad y movilidad 


Filamentos 
intermedios 


(2) 


(a) Célula epitelial (c) 


FIGURA 9-1 Revisión de la estructura y funciones del citoesqueleto. 
Esquemas de (a) una célula epitelial, (5) una célula nerviosa y (c) una 
célula que se divide. Los microtúbulos de las células epitelial y nervio- 
sa funcionan sobre todo como soporte y en el transporte de organelos, 
mientras que los microtúbulos de la célula en división forman el huso 


Proteína motora 


(4) Organización espacial 
Filamentos de actina 


Y A 


Filamento 
intermedio 


Célula nerviosa 


Proteína motora 


Filamentos 
de actina 


Microtúbulo 


(3) 


Célula en división 


mitótico necesario para la separación de los cromosomas. Los filamentos 
intermedios brindan soporte estructural para la célula epitelial y la ner- 
viosa. Los microfilamentos sostienen las microvellosidades de la célula 
epitelial y son parte integral de la maquinaria móvil participante en la 
elongación y la división celular. 
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1. Un andamio dinámico que brinda soporte estructural, el cual 
puede determinar la forma de la célula y resistir fuerzas que 
tiendan a deformarla. 


2. Un marco interno encargado de establecer las posiciones de 
los organelos dentro de la célula. Esta función resulta muy 
evidente en las células epiteliales polarizadas, como las que 
se muestran en la figura 8-11, en las que ciertos organelos 
están dispuestos en un orden definido del extremo apical de 
la célula a la parte basal. 

3. Una red de rieles que dirigen el movimiento de materiales y 
organelos dentro de las células. Los ejemplos de esta función 
comprenden el traslado de las moléculas de mRNA a partes 
específicas de una célula, el movimiento de portadores mem- 
branosos del retículo endoplásmico al aparato de Golgi y el 
transporte de vesículas que contienen neurotransmisores a lo 
largo de la célula nerviosa. La figura 9-2 muestra una pequeña 
porción de una célula cultivada y es evidente que la mayor 
parte de los organelos verdes fluorescentes, que son peroxi- 
somas (pág. 200), está muy relacionada con los microtúbulos 
(rojos) del citoesqueleto celular. Los microtúbulos son los rie- 
les sobre los que los peroxisomas se transportan en las células 
de los mamíferos. 


4. El aparato generador de fuerza que mueve las células de 
un sitio a otro. Los organismos unicelulares se mueven por 
“arrastramiento” sobre la superficie de un sustrato sólido o al 
propulsarse por su ambiente acuoso con la ayuda de organe- 
los locomotores especializados que contienen microtúbulos 
(cilios y flagelos) que sobresalen de la superficie celular. Los 
animales tienen diversas células con capacidad de locomoción 
independiente, como los espermatozoides, los leucocitos y los 
fibroblastos (fig. 9-3). La punta de un axón en crecimiento 
también tiene una gran movilidad (fig. 9-1) y su movimiento 
se parece al de una célula sanguínea que “se arrastra”. 


5um 


FIGURA 9-2 Un ejemplo de la función de los microtúbulos en el trans- 
porte de organelos. Los peroxisomas de esta célula (que se muestran 
en verde y se señalan con flechas) mantienen una relación cercana con 
los microtúbulos del citoesqueleto (mostrados en rojo). Los peroxiso- 
mas se ven verdes porque contienen la proteína peroxisómica fusionada 
con la proteína verde fluorescente (pág. 267). Los microtúbulos se ven 
rojos porque están teñidos con un anticuerpo con marca fluorescente. 
(Tomana DE E. A. C. Wiemer ET AL., J. CELL BroL. 136:78, 1997. Por 
CORTESÍA DE S. SUBRAMANI, MEDIANTE AUTORIZACIÓN DE DERECHOS 
RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 


5. Un componente esencial de la maquinaria para la división ce- 
lular. Los elementos del citoesqueleto constituyen el aparato 
que se encarga de separar los cromosomas durante la mitosis 
y la meiosis, además de dividir la célula madre en dos células 
hijas durante la citocinesis. Estos fenómenos se describen con 
detalle en el capítulo 14. 


9.2 ESTUDIO DEL CITOESQUELET 


El citoesqueleto es uno de los temas que se estudian de mane- 
ra más activa en la biología celular actual debido, en parte, al 
desarrollo de técnicas que permiten a los investigadores buscar 
una estrategia morfológica, bioquímica y molecular coordinada. 
Como resultado se sabe mucho de las familias de proteínas que 
conforman el citoesqueleto; cómo se organizan las subunidades 
en sus estructuras fibrosas respectivas; los “motores” molecula- 
res que mueven estos filamentos y generan las fuerzas necesa- 
rias para las actividades motrices y las calidades dinámicas que 
controlan la organización espacial, el ensamble y el desensamble 
de los diversos elementos del citoesqueleto. A continuación se 
presenta una breve revisión de unas cuantas de las estrategias 
más importantes para el estudio del citoesqueleto. 


El uso de la microscopia con fluorescencia 
en células vivas 


El concepto de que las células eucariotas contenían una red de 
elementos de citoesqueleto surgió de estudios de cortes hísticos 
con el microscopio electrónico en los decenios de 1950 y 1960. 
Sin embargo, el microscopio electrónico sólo produce imágenes 
estáticas y no brinda mucha información respecto a la estructura 
dinámica y la función de los diversos componentes del citoes- 
queleto. La apreciación del carácter dinámico del citoesqueleto 
avanzó mucho durante los últimos decenios como resultado de 
una revolución en la microscopia óptica. El microscopio de fluo- 
rescencia (sección 18.1) tiene una participación preponderante 
en esta revolución al permitir a los investigadores observar en 


FIGURA 9-3 La capacidad del citoesqueleto para cambiar su organiza- 
ción tridimensional resulta evidente en este fibroblasto de ratón que 
migra sobre el borde de 90” de un cubreobjetos. La barra representa 30 
pm. (TOMADA DE GUENTER ALBRECHT-BuEHter, INT. Rev. CYTOL. 
120:211, 1990.) 


forma directa los procesos moleculares en las células vivas, un 
método que se conoce como visualización de células vivas. 

En la técnica más usual se sintetizan proteínas con marcas 
fluorescentes dentro de una célula como una proteína fusionada 
que contiene proteína verde fluorescente (GFP). Esta técnica se 
describió en el capítulo anterior (pág. 267) y en la figura 9-2 se 
muestra un ejemplo. En una técnica alternativa las subunidades 
proteínicas de las estructuras del citoesqueleto (p. ej., tubulina o 
queratina purificada) se marcan con fluorescencia in vitro me- 
diante enlace covalente con un pequeño pigmento fluorescente. 


FIGURA 9-4 Cambios dinámicos en la longitud de los microtúbulos 
dentro de una célula epitelial. A la célula se le inyectó un pequeño 
volumen de tubulina que se había unido mediante enlaces covalentes 
con el pigmento fluorescente rodamina. Tras permitir el transcurso del 
tiempo para que la célula incorporara la tubulina marcada en los mi- 
crotúbulos, una pequeña porción del borde de la célula viva se examinó 
con el microscopio de fluorescencia. En el margen inferior derecho de 
cada imagen se muestran los segundos transcurridos. Se imprimió un 
color falso a los microtúbulos para incrementar su contraste. Puede verse 
que un microtúbulo “pionero” (punta de flecha) crece hasta el borde de 
avance de la célula, donde se flexiona y luego continúa su crecimiento 
en dirección paralela al margen celular. El ritmo de crecimiento de los 
microtúbulos doblados paralelos fue mucho mayor que el de aquellos 
que crecen perpendiculares al borde de la célula. La barra representa 10 
pm. (Tomana DE CLARE M. WATERMAN-STORER Y E. D. SALMON, 
J. CELL BroL. 39:423, 1997, MEDIANTE AUTORIZACIÓN DE DERECHOS 
RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UnIVERsITY Press.) 
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Las subunidades marcadas se aplican luego por microinyección 
en una célula viva, donde se incorporan en la forma polimérica 
de la proteína, como un microtúbulo o un filamento interme- 
dio. El comportamiento dinámico de la estructura fluorescente 
puede seguirse en el tiempo conforme la célula realiza sus activi- 
dades normales. La figura 9-4 muestra los cambios drásticos en 
la longitud y la orientación de los microtúbulos individuales 
en el borde de avance de una célula que se inyectó con tubulina 
marcada con un producto fluorescente. 

Si se inyectan cantidades muy pequeñas de proteína con 
marca fluorescente, los filamentos del citoesqueleto ya no se mar- 
can de manera uniforme como en la figura 9-4, sino que contie- 
nen pocas partículas fluorescentes a espacios irregulares. Estas 
partículas fluorescentes sirven como marcadores fijos para seguir 
los cambios dinámicos en la longitud y la orientación del fila- 
mento. La figura 9-27 presenta un ejemplo de esta técnica, que 
se conoce como microscopía de partículas con fluorescencia. 

La microscopia de fluorescencia también puede usarse para 
revelar la localización de una proteína en concentraciones muy 
bajas dentro de la célula. Este tipo de experimento se realiza me- 
jor con anticuerpos marcados con fluorescencia que se unen con 
gran afinidad a la proteína que se busca. Los anticuerpos son 
muy útiles porque se distinguen entre variantes muy similares 
(isomorfas) de una proteína. La proteína puede localizarse me- 
diante la inyección del anticuerpo marcado en una célula viva, lo 
que también revela la función de la proteína estudiada porque la 
unión del anticuerpo casi siempre elimina la capacidad de la pro- 
teína para efectuar su actividad normal. Una alternativa consiste 
en identificar la localización de la proteína estudiada con la adi- 
ción del anticuerpo fluorescente a células fijas o cortes hísticos, 
como se ilustra en la figura 9-5. 


FIGURA 9-5 Localización de una proteína dentro de una célula me- 
diante el uso de anticuerpos fluorescentes. Esta célula de alga se tiñó 
con anticuerpos fluorescentes (color amarillo-verde) dirigidos contra 
una proteína llamada centrina. La centrina se ve localizada dentro del 
flagelo celular y la estructura similar a una raíz en la base de los flagelos. 
El color rojo de la célula se debe a la autofluorescencia de las moléculas 
de clorofila de esta alga fotosintética. (Tomana DE MarK A. SANDERS Y 
JEFFREY L. SALISBURY DE LA CLínica Mayo. CELL 70:533, 1992. Con 
AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 
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El uso de pruebas de moléculas la proteína motora. También pueden usarse rayos láser dirigidos 
individuales jn vitro e in vivo para “atrapar” una sola cuenta y determinar las fuerzas diminutas 
(medidas en unos cuantos piconewtons, pN) que genera una sola 
proteína motora en su “intento” por mover la cuenta contra la 
fuerza ejercida por la trampa óptica (en la figura 11-5 se ilustra 
este tipo de experimento). 

Aunque los experimentos de trampa óptica hacen posible 
detectar la movilidad de las proteínas motoras in vitro, estas me- 
diciones son indirectas porque los investigadores vigilan el des- 
plazamiento de las cuentas, no de las moléculas proteínicas. Al 
combinar la microscopia de fluorescencia con técnicas especiali- 
zadas de imágenes, los científicos han podido visualizar en for- 
ma directa el movimiento de las moléculas motoras individuales, 
tanto in vitro como en células vivas. Los ejemplos de esta estra- 
tegia experimental se ilustran en la figura 9-6. Para la prueba in 
vitro, el gen para el motor cinesina se fusiona con GFP (como se 
explica en la página 267), el gen fusionado se introduce en células 
cultivadas y se permite que éstas produzcan la proteína cinesina 
marcada, que luego se purifica. Este procedimiento permitió a 
los investigadores obtener moléculas motoras fluorescentes ver- 
des. Mientras tanto, el equipo preparó microtúbulos marcados 
con un pigmento fluorescente rojo. Cuando se combinaron estas 
dos preparaciones en las condiciones apropiadas, los investigado- 
res pudieron seguir los movimientos de una molécula de cinesina 
individual marcada con GFP a lo largo de un solo microtúbulo, 
como se ven en los cuadros sucesivos de la figura 9-64. Es posible 
obtener imágenes claras porque se usa un tipo especializado de 
microscopia de fluorescencia basada en láser llamada TIRE (total 


1La información básica de los motores moleculares puede encontrarse en la internal reflection microscopy), que permite al observador enfocar- 
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Las imágenes digitales capturadas con las cámaras de video mo- 
dernas tienen un contraste excepcional y pueden intensificarse 
mediante el procesamiento de la imagen por computadora. Estas 
características permiten observar y fotografiar elementos que son 
invisibles con el microscopio óptico, como los microtúbulos de 
25 nm o las vesículas de membrana de 40 nm. El advenimiento 
de la videomicroscopia de alta resolución dio lugar al desarrollo 
de pruebas de motilidad in vitro. Estas pruebas hacen posible la 
detección de la actividad de una molécula proteínica individual 
que actúa como motor molecular en “tiempo real”.* Las prue- 
bas con moléculas individuales permitieron a los investigadores 
hacer mediciones que no eran posibles con las técnicas bioquí- 
micas estándar que promedian los resultados obtenidos de gran- 
des cantidades de moléculas. En algunas de las pruebas iniciales, 
los microtúbulos estaban unidos a un portaobjetos. Después, 
cuentas microscópicas que contienen proteínas motoras unidas 
se colocan justo sobre los microtúbulos mediante rayos láser di- 
rigidos. Los rayos láser pasan a través de la lente del objetivo 
de un microscopio y ello produce una fuerza de atracción débil 
cerca del punto focal. Como puede sujetar objetos microscópi- 
cos, este aparato se conoce como pinzas ópticas. Cuando existe 
ATP como fuente energética, es posible seguir los movimientos 
de una cuenta a lo largo de un microtúbulo con una cámara de 
video, lo que revela el tamaño de los pasos individuales que da 
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FIGURA 9-6 Seguimiento de los movimientos de moléculas individuales de cinesina con mar- 
ca fluorescente sobre los microtúbulos, tanto in vitro como in vivo. (a) En este experimento, 
se ve que una molécula de cinesina marcada con GFP (verde) se mueve en forma progresiva a 
lo largo de un microtúbulo cuyo extremo más está marcado con un pigmento rojo fluorescente 
llamado Cy5. Las imágenes sucesivas, de izquierda a derecha, representan micrografías separadas 
tomadas a intervalos durante el curso del experimento. La cinesina se mueve a una velocidad 
promedio de 0.77 um/s. (La intensidad de la fluorescencia verde disminuye con el tiempo como 
resultado del fotoblanqueamiento que ocurre durante la observación.) La barra equivale a 2 um. 
(0) Esquema del experimento mostrado en a. En el experimento real, hay más de una molécula 
de GFP unidas con cada molécula de cinesina. (c) La imagen muestra una porción de una célula 
viva que sintetizó tubulina marcada con Cy5 (ensamblada en microtúbulos marcados con rojo) 
y moléculas de cinesina marcadas con GFP. Pueden verse varias de las moléculas verdes de cine- 
sina unidas con los microtúbulos. Esta imagen representa un solo punto en el tiempo. Cuando 
se observa durante cierto periodo, se ve que las moléculas se mueven con rapidez a lo largo de 
los microtúbulos. (A, c: TOMADASs DE Dawen Car, KRISTEN J. VerHey Y EDGAR MEYHÓFER, 
BropPHys. J. 92:4137, 2007; ©2007 por La BIOPHYSICAL SOCIETY.) 
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FIGURA 9-7 Determinación de las propiedades mecánicas de fila- 
mentos citoesqueléticos individuales. Estas imágenes muestran un 
filamento intermedio individual antes y después de someterse a fuerzas 
mecánicas con la punta de un microscopio de fuerza atómica. La punta 
está unida en un punto del filamento (flecha) y se movió a la izquierda, 
con lo que jala el segmento afectado. Este segmento se estiró más de tres 
veces su longitud original (de 280 nm hasta estirarse a 500 + 450 nm). 
Puede notarse que el segmento estirado del filamento es más delgado 
que las partes no alargadas, lo que sugiere que las subunidades que con- 
forman estos polímeros (fig. 9-41) son capaces de deslizarse unos sobre 
otros cuando se jala el filamento. (TOMADA DE LAURENT KREPLAK ET 
AL., J]. Mot. BroL. 354:574, 2005.) 


en la que se encuentran los microtúbulos. Como resultado, los 
haces de luz fluorescente de otras áreas del campo de visión no 
ocultan la información que surge de las moléculas individuales 
de proteínas cuyas actividades se vigilan. Con este método ex- 
perimental, los científicos pueden comparar las propiedades de 
distintas proteínas motoras, medir las propiedades de motores 
individuales en distintas condiciones experimentales o investigar 
cómo una mutación específica de una proteína motora afecta sus 
propiedades de motilidad. 

Con una tecnología similar, los investigadores han podido 
visualizar el movimiento de las cinesinas individuales dentro de 
células vivas. La figura 9-6c muestra un ejemplo de este tipo 
de experimento. Para realizarlo, se modifica el genoma de las 
células a fin de que sinteticen polímeros de microtúbulo con 
marca fluorescente y moléculas de cinesina con marca fluores- 
cente. Así, los investigadores pueden observar la interacción de 
los dos tipos de proteínas marcadas cuando ocurre dentro del 
citoplasma celular. Como en los experimentos in vitro, se sigue 
el movimiento de las moléculas de cinesina-GFP individuales 
mediante microscopia TIRF. Juntas, estas técnicas permiten a 
los investigadores una revisión detallada de las proteínas moto- 
ras en acción. 

También se desarrollaron técnicas para medir las propie- 
dades mecánicas de los elementos citoesqueléticos mismos. El 
microscopio de fuerza atómica (AFM, sección 18.3) es un ins- 
trumento que utiliza una punta nanométrica para explorar la 
superficie de una muestra macromolecular. Un grupo de investi- 
gadores encontró que es posible incrustar la punta de un AFM 
en un filamento intermedio individual y jalar el extremo o la por- 
ción media del filamento para probar su extensibilidad y fuerza 
tensil. La figura 9-7 muestra los resultados de un experimento así 
en el que una sección corta de un filamento intermedio inmovi- 
lizado se jala de su conformación lineal. En estos experimentos 
se demostró que un segmento del filamento puede estirarse por 
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medios mecánicos hasta 3.5 veces su longitud normal antes que 
se rompa en dos. Estos resultados confirman la sugerencia de 
que los filamentos intermedios son mucho más extensibles que 
los microfilamentos o los microtúbulos. 

El desarrollo de técnicas para trabajar con moléculas ais- 
ladas coincidió con la creación de un nuevo campo de la inge- 
niería mecánica llamado nanotecnología. La meta de los na- 
notecnólogos es la creación de “nanomáquinas” diminutas (de 
10 a 100 nm de tamaño) capaces de desempeñar actividades 
específicas en un mundo submicroscópico. Las nanomáqui- 
nas tienen muchos usos potenciales, inclusive en la medicina. 
Se supone que algún día estas máquinas podrán introducirse 
en el cuerpo humano para realizar alguna tarea específica, como 
el hallazgo y la destrucción de células cancerosas individuales. 
Mientras esto ocurre, la naturaleza ya desarrolló nanomáquinas, 
entre ellas las proteínas motoras que se describen en este capí- 
tulo. No es sorprendente que varios laboratorios de nanotec- 
nología hayan empezado a usar estos “camiones” nanométricos 
para mover cargas moleculares, distintas a cualquiera que haya 
en organismos vivos. 


Uso de técnicas de imágenes con fluorescencia 
para vigilar la dinámica del citoesqueleto 


Dentro de las células vivas, los microtúbulos y los filamentos de 
actina del citoesqueleto son sistemas poliméricos muy dinámicos. 
La palabra “dinámico” se usa con frecuencia en esta obra y vale la 
pena considerar las implicaciones del término. Para un biólogo 
celular, “dinámico” implica “en constante cambio”. Las estructu- 
ras dinámicas experimentan algún tipo de reconstrucción todo el 
tiempo, ya sea que sus partes antiguas se intercambien por nue- 
vas o que se degraden por completo y se reconstruyan. Por tanto, 
aunque un microtúbulo o filamento de actina parezca estático 
de un momento al otro si se observa al microscopio, en reali- 
dad sus componentes moleculares se encuentran en un estado de 
cambio constante. La célula regula las propiedades dinámicas 
de estas estructuras, que pueden cambiar de un sitio del cito- 
plasma a otro, o en momentos distintos durante el ciclo celular. 
La vigilancia de estos cambios requiere el uso de técnicas capa- 
ces de medir la dinámica de polímeros. Una técnica poderosa 
llamada recuperación de fluorescencia después de fotoblanqueamiento 
(o FRAP) ya se describió antes al describir el movimiento de las 
proteínas de membrana (pág. 137). En esta sección se revisa su 
aplicación al estudio de las propiedades dinámicas de los micro- 
túbulos. Para realizar un experimento de FRAP, una célula se 
inyecta con tubulina marcada con un pigmento fluorescente o 
se induce para que exprese tubulina-GFP. Con un microscopio 
equipado con un láser capaz de enfocarse en una pequeña región 
de la célula, se blanquea la fluorescencia de la tubulina en esa 
región con un rayo láser. Después es posible vigilar la prepara- 
ción a lo largo del tiempo y medir la recuperación de la señal 
fluorescente en la zona blanqueada (fig. 9-84,c). Como ocurre 
con la mayor parte de los métodos usados en la biología celular 
y molecular, a menudo hay varias interpretaciones posibles del 
resultado de un experimento. Por ejemplo, la recuperación de la 
fluorescencia puede ser el resultado del recambio dinámico de 
los microtúbulos en la zona blanqueada, del crecimiento de nue- 
vos microtúbulos en esa zona o del desplazamiento de microtú- 
bulos a través de la zona blanqueada (fig. 9-85). En general, se 
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necesitan más experimentos para distinguir entre estas posibles 
explicaciones. 


REVISIÓN 1D 


E 


1. Describa un ejemplo en el que cada una de las 
siguientes metodologías haya contribuido a la 
comprensión de la naturaleza del citoesqueleto: 
microscopia con fluorescencia, pruebas de motilidad in 
vitro y microscopia con fuerza atómica. 

Enumerar algunas de las principales funciones del 
citoesqueleto. 


N 


9.3 MICROTÚBULOS 


Estructura y composición 


Como su nombre lo indica, los microtúbulos son estructuras tu- 
bulares huecas y se encuentran en casi todas las células eucario- 
tas. Los microtúbulos forman parte de diversas estructuras, como 
el huso mitótico de las células en división y el centro de cilios y 


recuperación por dinámica del microtúbulo 


Antes del blanqueamiento 


Después del blanqueamiento t = 0 s 


(c) 
FIGURA 9-8 El estudio del citoesqueleto con FRAP. (a) Una célula que 


expresa GFP-tubulina incorpora la tubulina fluorescente a su conjunto de 
microtúbulos. Cuando se enfoca un láser en una caja del conjunto se blan- 
quea la fluorescencia (t = 0 s). Con el tiempo, se recupera la fluorescencia 
en la zona blanqueada. (4) La recuperación de la fluorescencia puede de- 
berse a distintas propiedades de los microtúbulos. Es muy probable que las 
propiedades dinámicas de los microtúbulos contribuyan a la recuperación 
de la fluorescencia. Una alternativa es que si crecen nuevos microtúbulos 
fluorescentes a partir del centrosoma, pueden cubrir la zona blanquea- 
da. Por último, es posible que un microtúbulo fluorescente en traslado se 
mueva por la zona blanqueada y se detecte ahí al momento de la obser- 
vación. (c) Micrografías de un experimento FRAP realizado en células 
en interfase (no en división) que expresan GFP-tubulina. Se blanquearon 
con un láser dos células lado a lado en la región del recuadro. La señal de 
fluorescencia en la región blanqueada se recupera durante el tiempo del 
experimento. (POR CORTESÍA DE CLAIRE WALczaK Y RANIA RIZK.) 


flagelos. Los microtúbulos tienen un diámetro externo de 25 nm, 
una pared con grosor aproximado de 4 nm y pueden extenderse 
a lo largo o ancho de la célula. La pared de un microtúbulo está 
formada por proteínas globulares dispuestas en hileras longi- 
tudinales, conocidas como protofilamentos, que se alinean en 
paralelo con respecto al eje longitudinal del túbulo (fig. 9-94). 
Cuando se observan en un corte transversal, puede verse que los 
microtúbulos están formados por 13 protofilamentos alineados 
lado a lado en un círculo dentro de la pared (fig. 9-95). Se cree 
que las interacciones no covalentes entre protofilamentos adya- 
centes tienen una función importante para mantener la estruc- 
tura del microtúbulo. 

Cada protofilamento se ensambla a partir de bloques di- 
méricos de construcción consistentes en una subunidad tubulina 
alfa y una tubulina beta. Los dos tipos de subunidades de tubu- 
lina tienen una estructura tridimensional similar y se aglomeran 
con fuerza como se muestra en la figura 9-9c. Los dímeros de 
tubulina se organizan en un patrón lineal a lo largo de cada pro- 
tofilamento, observándose esto en la figura 9-9d. Ya que cada 
unidad de ensamble contiene dos componentes no idénticos (un 
heterodímero), el protofilamento es asimétrico, con una tubulina 
alfa en un extremo y una tubulina beta en el otro. Todos los pro- 
tofilamentos de un microtúbulo poseen la misma polaridad. Por 
consiguiente todo el polímero tiene la misma polaridad. Un ex- 
tremo del microtúbulo se conoce como el extremo más y termina 
con una fila de subunidades beta (fig. 9-94). El extremo contrario 
es el extremo menos y concluye con una fila de subunidades de tu- 
bulina alfa. Como se explica más adelante en el capítulo, la pola- 
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FIGURA 9-9 Estructura de los microtúbulos. (4) Micrografía electrónica de microtúbulos con tinción negativa del 
cerebro donde se muestran las subunidades globulares que forman los protofilamentos. Los bultos en la superficie de los 
microtúbulos son proteínas relacionadas con microtúbulos (MAP), que se explican más adelante. (4) Micrografía elec- 
trónica de un corte transversal a través de un microtúbulo de una célula de la punta de la raíz de Juniperus que revela las 
13 subunidades dispuestas dentro de la pared del túbulo. Los microtúbulos de estas células vegetales son más abundan- 
tes en una zona cortical de unos 100 nm de grueso justo debajo de la membrana plasmática (se observan en la parte in- 
ferior derecha de la micrografía). (c) Un modelo de listón que muestra la estructura tridimensional del heterodímero de 
tubulina alfa-beta. Nótense las formas complementarias de las subunidades en las superficies que interactúan una con 
otra. La subunidad de tubulina alfa está unida con un GTP, que no se hidroliza y no es intercambiable. La subunidad 
de tubulina beta tiene un GDP unido, que se intercambia por un GTP antes de ensamblarse en el polímero (pág. 336). 
El extremo más del dímero está arriba. (4) Diagrama de un corte longitudinal de un microtúbulo mostrado en celosía 
B, que es la estructura que se cree existe en la célula. La pared consiste en 13 protofilamentos formados por heterodíme- 
ros de tubulina alfa-beta apiladas con una disposición cabeza a cola. Los protofilamentos adyacentes no se alinean en 
registro, sino que se intercalan cada 1 nm para que las moléculas de tubulina formen un conjunto helicoidal alrededor 
de la circunferencia del microtúbulo. La hélice se interrumpe en un sitio en el que las subunidades alfa y beta hacen los 
contactos laterales. Esto produce una “costura” que corre a lo largo del microtúbulo. (A: TOMADA DE Linna A. Amos, 
J. CELL Bior. 72:645, 1997, MEDIANTE AUTORIZACIÓN DE DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY 
PRESS; B: REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE Myron C. LEDBETTER, J. Acr. Foon Cupem. 13:406, 1965. © DERE- 
CHOS RESERVADOS 1965, AMERICAN CHEMICAL SOCIETY; C: CORTESÍA DE Eva NOGALES y KENNETH DOWNING.) 


ridad estructural de los microtúbulos es un factor importante en 
el crecimiento de estas estructuras y su capacidad para participar 
en actividades mecánicas dirigidas. 


Proteínas relacionadas con los microtúbulos 


Por lo general los microtúbulos preparados a partir de tejido vivo 
contienen proteínas adicionales, llamadas proteínas relaciona- 
das con microtúbulos (o MAP, por sus siglas en inglés). Las 
MAP comprenden un conjunto heterogéneo de proteínas. 
Las primeras MAP que se identificaron se conocen como “MAP 
clásicas”y casi siempre tienen un dominio que se une con la parte 
lateral de un microtúbulo y otro dominio que se proyecta hacia 
afuera como filamento desde la superficie del microtúbulo. La 
figura 9-10 muestra la unión de estas MAP con la superficie del 
microtúbulo. Algunas MAP pueden verse en micrografías elec- 
trónicas como puentes que conectan los microtúbulos entre sí, lo 
que mantiene su alineación paralela. Las MAP suelen incremen- 
tar la estabilidad de los microtúbulos y promover su ensamble. 
La actividad de unión con microtúbulos de las diversas MAP se 
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FIGURA 9-10 Proteínas relacionadas con microtúbulos (MAP). Re- 
presentación esquemática de una molécula MAP2 del cerebro unida a 
la superficie de un microtúbulo. La molécula MAP2 que se muestra en 
esta figura contiene tres sitios de unión con tubulina conectados por 
segmentos cortos de la cadena polipeptídica. (Una isoforma alternativa 
contiene cuatro sitios de unión.) Los sitios de unión están espaciados 
a distancia suficiente para permitir que la molécula MAP2 se una con 
tres subunidades de tubulina separadas en la pared del microtúbulo. Las 
colas de las moléculas MAP se proyectan hacia afuera, lo que les permite 
interactuar con otros componentes celulares. 
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controla sobre todo con la adición y el retiro de grupos fosfato de 
residuos de aminoácidos particulares. Un nivel demasiado alto 
de fosforilación de una MAP particular llamada au se implicó 
en el desarrollo de varios trastornos neurodegenerativos letales, 
incluida la enfermedad de Alzheimer (pág. 67). Las células ce- 
rebrales de las personas con estas enfermedades contienen fila- 
mentos extraños y enredados (marañas neurofibrilares) formados 
por moléculas tau con fosforilación excesiva e incapaces de unir- 
se con los microtúbulos. Al parecer los filamentos neurofibrilares 
contribuyen a la muerte de las células nerviosas. Las personas 
con una de estas enfermedades, la demencia hereditaria FTDP- 
17, tienen mutaciones en el gen zau, lo que indica que la altera- 
ción de la proteína tau es la causa primaria de este trastorno. 


Microtúbulos como soportes 
y organizadores estructurales 


Los microtúbulos son lo bastante rígidos para resistir fuerzas que 
pudieran comprimir o doblar la fibra. Esta propiedad les permite 
brindar soporte mecánico, tal como las vigas de acero sostienen 
un edificio alto de oficinas o los postes que sostienen la estruc- 
tura de una tienda. La distribución de los microtúbulos citoplás- 
micos en una célula ayuda a determinar la forma de la misma. En 
células animales cultivadas, los microtúbulos se extienden con un 
patrón radial desde el área alrededor del núcleo hacia la periferia, 
lo que confiere su forma redondeada y aplanada a estas células 
(fig. 9-11). En cambio, los microtúbulos de las células epiteliales 
cilíndricas casi siempre están orientados con el eje longitudinal 
paralelo al eje mayor de la célula (fig. 9-14). Esta configuración 
sugiere que los microtúbulos ayudan a mantener la forma alarga- 
da de la célula. La función de los microtúbulos como elementos 
esqueléticos es evidente en ciertos procesos celulares muy alar- 
gados, como los cilios y los flagelos, o los axones de las neuronas. 

En las células vegetales los microtúbulos desempeñan una 
función indirecta en el mantenimiento de la forma celular me- 
diante su influencia en la formación de la pared celular. Durante 
la interfase, la mayor parte de los microtúbulos de una célula ve- 
getal se localizan justo debajo de la membrana plasmática (como 
en la figura 9-95) y forma una zona cortical distintiva. Se cree que 
los microtúbulos de la corteza influyen en el movimiento de las 
enzimas que sintetizan celulosa y que se localizan en la membra- 
na plasmática (véase fig. 7-37). Como resultado las microfibrillas 
de celulosa de la pared celular se ensamblan con una orientación 
paralela a los microtúbulos subyacentes de la corteza (fig. 9-12). 
La orientación de estas microfibrillas de celulosa tiene una par- 


FIGURA 9-12 Relación espacial entre la 
orientación del microtúbulo y el depósi- 
to de celulosa en las células vegetales. Se 
aplicó tinción doble a una célula mesófila de 
trigo para observar los microtúbulos (a) y la 
celulosa de la pared celular (0). Es eviden- 
te que los microtúbulos corticales y las mi- 
crofibrillas de celulosa están alineados en la 
misma dirección. (TOMADA DE GEORG JUNG 
y WoLrGanG WERNICKE, PROTOPLASMA 


53:145, 1990.) 
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FIGURA 9-11 La localización de los microtúbulos de una célula de ra- 
tón cultivada y aplanada; se revela con anticuerpos fluorescentes contra 
tubulina. Se observa que los microtúbulos se extienden desde la región 
perinuclear de la célula con una disposición radial. Los microtúbulos in- 
dividuales pueden seguirse y se ve que forman curvas graduales conforme 
se adaptan a la forma de la célula. (Tomana DE Mary OsBORN Y KLAUS 
Weber, CELL 12:563, 1977. Con AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 


ticipación importante en la determinación de las características 
de crecimiento de la célula y por tanto en su forma. En casi todas 
las células las microfibrillas de celulosa recién sintetizadas y los 
microtúbulos alineados se disponen en dirección perpendicular 
con el eje longitudinal de la célula (transversal), como aros alre- 
dedor de un barril (fig. 9-12). Como las microfibrillas de celulosa 
resisten la expansión natural, la presión de turgencia que ejerce el 
líquido en la vacuola celular se dirige a los extremos de la célula, 
lo que produce su elongación. 

También se cree que los microtúbulos participan en el man- 
tenimiento de la organización interna de las células. El trata- 
miento de las células con agentes que rompen los microtúbulos 
puede afectar mucho la localización de organelos membranosos, 
inclusive el retículo endoplásmico y el aparato de Golgi. El apa- 
rato de Golgi casi siempre se ubica cerca del centro de una célula 
animal, justo fuera del núcleo. El tratamiento de las células con 
nocodazol o colchicina, que fomentan el desarmado de los mi- 
crotúbulos, puede dispersar los elementos del aparato de Golgi en 
las regiones periféricas de la célula. Las membranas del aparato 
de Golgi regresan a su posición normal en el interior de la célula 
cuando el fármaco se retira y los microtúbulos se reensamblan. 


(b) 20 um 


Microtúbulos como agentes 
de movilidad intracelular 


Las células vivas están repletas de actividad mientras las macro- 
moléculas y los organelos se mueven de manera dirigida de un 
sitio a otro. Aunque todo este ajetreo puede apreciarse al obser- 
var el movimiento de materiales específicos en una célula viva, 
los procesos subyacentes suelen ser difíciles de estudiar porque 
la mayor parte de las células carece de un citoesqueleto muy or- 
denado. Por ejemplo, se sabe que el transporte de materiales de 
un compartimiento de membrana a otro depende de la presen- 
cia de microtúbulos porque la interrupción específica de estos 
elementos citoesqueléticos detiene los movimientos. El estudio 
de la movilidad intracelular se iniciará con las células nerviosas, 
cuyos movimientos intracelulares dependen de un conjunto muy 
organizado de microtúbulos y otros filamentos del citoesqueleto. 


Transporte axónico El axón de una neurona motora indivi- 
dual puede prolongarse desde la médula espinal hasta la punta 
de un dedo de la mano o del pie. El centro de manufactura de 
esta neurona es su cuerpo celular, una porción redondeada de la 
célula que se encuentra dentro de la porción ventral de la médula 
espinal. Cuando se inyectan aminoácidos marcados en el cuerpo 
celular, se incorporan a proteínas marcadas que se mueven hacia 
el axón y viajan por toda su extensión. Muchos materiales dis- 
tintos, entre ellos moléculas neurotransmisoras, se incluyen en 
compartimientos dentro de vesículas membranosas en el retículo 
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FIGURA 9-13 Transporte axónico. (a) Esquema de una célula nerviosa 
que muestra el movimiento de las vesículas por un axón sobre los rieles 
de los microtúbulos. Las vesículas se mueven en ambos sentidos dentro 
del axón. (4) Esquema de la organización de los microtúbulos y los fila- 
mentos intermedios (neurofilamentos) dentro de un axón. Las vesículas 
que contienen los materiales transportados se unen con los microtúbulos 
mediante proteínas de enlace, que comprenden proteínas motoras como 
la cinesina y la dineína. (c) Micrografía electrónica de una porción del 
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endoplásmico y el aparato de Golgi del cuerpo celular y luego 
se transportan por toda la longitud del axón (fig. 9-13a). Los 
cargamentos que no se unen a membranas, como el RNA, 
los ribosomas y elementos del citoesqueleto, también se trans- 
portan por esta vasta extensión de citoplasma alargado. Los di- 
ferentes materiales se mueven a distintos ritmos y el transporte 
axónico más rápido alcanza velocidades de 5 pum por segundo. A 
este ritmo, una vesícula sináptica jalada por proteínas motoras de 
dimensiones nanométricas pueden viajar 40 cm en un solo día, 
o casi la mitad de la distancia entre la médula espinal y la punta 
de un dedo. Se dice que las estructuras y los materiales que viajan 
desde el cuerpo celular hasta las terminaciones de una neurona 
se mueven en dirección anterógrada. Otras estructuras, como las 
vesículas endocíticas que se forman en las terminaciones nervio- 
sas y transportan factores desde las células blanco, se mueven en 
dirección contraria, o retrógrada: desde la sinapsis hacia el cuerpo 
celular. Los defectos en el transporte anterógrado y retrógrado se 
han vinculado con varias afecciones neurológicas. 

Los axones están llenos de estructuras del citoesqueleto, in- 
clusive haces de microfilamentos, filamentos intermedios y mi- 
crotúbulos interconectados de varias maneras (fig. 9-130,c). Con 
la videomicroscopia, los investigadores pueden seguir vesículas 
individuales mientras se mueven a lo largo de los microtúbulos 
de un axón, ya sea hacia el cuerpo celular o en sentido contra- 
rio (fig. 9-14). Estos movimientos son mediados principalmente 
por microtúbulos (fig. 9-13c), que sirven como vías para diversas 
proteínas motoras que generan las fuerzas necesarias a fin de 


(c) 0.25 um 


axón de una célula nerviosa cultivada, que muestra los numerosos micro- 
túbulos paralelos que funcionan como rieles para el transporte axónico. 
En el microscopio óptico se observó que los dos organelos limitados por 
membrana que son mostrados en esta micrografía se movían a lo largo 
del axón en el momento en que la célula nerviosa se fijó. (C: TOMADA DE 
A. C. BreuzEr, C. N. CurisTIaN, M. HENKART Y P. G. NeELsoN, J. CELL 
BroL. 65:568, 1965, MEDIANTE AUTORIZACIÓN DE DERECHOS RESERVA- 
DOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 
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FIGURA 9-14 Visualización del transporte axónico. (a-c) Estas micro- 
grafías de video muestran la progresión de un organelo membranoso a 
lo largo de un axón ramificado. El cuerpo celular queda fuera del campo 
arriba a la izquierda, en tanto las terminaciones (conos de crecimiento, 
pág. 373) están fuera del campo abajo a la derecha. La posición del orga- 
nelo está indicada por las puntas de flecha. El organelo que se sigue (una 


mover objetos dentro de una célula. El estudio de las proteínas 
motoras es un tema central de la biología celular y molecular; se 
cuenta con mucha información de la naturaleza de estas molécu- 
las así como de su mecanismo de acción, que son los temas de la 
sección siguiente. 


Proteínas motoras que cruzan 
el citoesqueleto microtubular 


Las proteínas motoras de una célula convierten la energía quími- 
ca (almacenada en forma de ATP) en energía mecánica, que se 
emplea para mover el cargamento celular unido al motor. Los ti- 
pos de cargamento celular que estas proteínas transportan com- 
prenden vesículas, mitocondrias, lisosomas, cromosomas y otros 
filamentos del citoesqueleto. Una sola célula puede contener cien 
proteínas motoras diferentes, cada una supuestamente especia- 
lizada en una actividad distinta, como el movimiento de tipos 
particulares de cargamento en una región específica de la célu- 
la. En conjunto, las proteínas motoras pueden agruparse en tres 
grandes familias: cinesinas, dineínas y miosinas. Las cinesinas y 
las dineínas se mueven a lo largo de los microtúbulos, en tanto 
que las miosinas lo hacen a lo largo de microfilamentos. No se 
conoce ningún motor proteínico que utilice los filamentos inter- 
medios como rieles. Esto no resulta sorprendente si se considera 
que los filamentos intermedios no están polarizados y por tanto 
no proporcionan señales direccionales al motor. 

Las proteínas motoras se mueven por pasos en una sola di- 
rección a lo largo del riel de citoesqueleto, de un sitio de unión 
al siguiente. Conforme la proteína avanza, experimenta varios 
cambios en la conformación que constituyen un ciclo mecánico. 
Los pasos del ciclo mecánico se coordinan con los pasos de un 
ciclo químico (o catalítico), el cual proporciona la energía necesaria 
para impulsar la actividad del motor (véase la figura 9-61 para un 
ejemplo). Los pasos del ciclo químico abarcan la unión de una 
molécula de ATP con el motor, la hidrólisis de ATP, la liberación 
de los productos (ADP y P, difosfato de adenosina) del motor 
y la unión de una nueva molécula de ATP. La unión e hidrólisis 
de una sola molécula de ATP se emplea para impulsar un golpe 


(c) 


vacuola autofágica) se mueve en dirección retrógrada por el punto de 
ramificación y continúa su movimiento hacia el cuerpo celular. La barra 
representa 10 um. (Tomana DE PETER J. HoLLENBECK, J. CELL Bior. 
121:307, 1993, MEDIANTE AUTORIZACIÓN DE DERECHOS RESERVADOS 
DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 


de poder que mueve el motor un número preciso de nanómetros 
sobre el riel. Conforme la proteína motora se mueve a los sitios 
sucesivos sobre el polímero del citoesqueleto, los ciclos mecánico 
y químico se repiten una y otra vez, lo que tira del cargamen- 
to distancias considerables. Hay que tener presente que se trata 
de motores de tamaño molecular que, a diferencia de las má- 
quinas hechas por el hombre, dependen mucho de su ambiente. 
Por ejemplo, las proteínas motoras no tienen momento y están 
sujetas a una resistencia por fricción enorme por su ambiente 
viscoso. Como resultado, una proteína motora se detiene casi de 
inmediato una vez que el aporte de energía cesa. 

Se iniciará con la revisión de la estructura molecular y las 
funciones de las cinesinas, las más pequeñas y mejor comprendi- 
das de los motores microtubulares. 


Cinesinas En 1985 Ronald Vale y sus colegas aislaron una 
proteína motora del citoplasma de los axones de calamar gigante 
que usaban los microtúbulos como rieles. Esta proteína se de- 
nominó cinesina y luego se encontró en casi todas las células 
eucariotas. La cinesina es un tetrámero construido con dos cade- 
nas pesadas idénticas y dos cadenas ligeras idénticas (fig. 9-15a). 
Una molécula de cinesina tiene varias partes, incluido un par de 
cabezas globulares que se unen a un microtúbulo y actúan como 
“máquinas” generadoras de fuerza que hidrolizan ATP. Cada ca- 
beza (o dominio motor) se conecta con un cuello, un pedúnculo 
cilíndrico y una cola con forma de abanico que se une al carga- 
mento que debe moverse (fig. 9-15a). Algo sorprendente es que 
el dominio motor de la cinesina tiene una estructura muy similar 
a la de la miosina, a pesar del hecho de que la cinesina es una 
proteína mucho más pequeña y los dos tipos de motores operan 
en rieles distintos. Es casi seguro que la cinesina y la miosina 
evolucionaron de una proteína ancestral común presente en al- 
guna célula eucariota primitiva. 

Cuando se observan las moléculas de cinesina purificada en 
una prueba de motilidad in vitro, las proteínas motoras se mue- 
ven a lo largo de microtúbulos hacia su extremo más (fig. 9-6). 
Por tanto se dice que la cinesina es un motor microtubular dirigi- 
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FIGURA 9-15 Cinesina. (a) Estructura de la molécula de cinesina con- 
vencional, que consiste en dos cadenas pesadas que se entrelazan como un 
rizo helicoidal en la región del tallo y dos cadenas ligeras relacionadas con 
los extremos globulares de las cadenas pesadas. Las cabezas generadoras 
de fuerza se unen con el microtúbulo y la cola, lo hacen con el cargamento 
que se transporta. Con una masa molecular cercana a 380 kDa, la cinesina 
es mucho más pequeña que las otras proteínas motoras, miosina (miosina 
muscular, 520 kDa) y dineína (más de 1000 kDa). (4) Esquema de una 
molécula de cinesina que se mueve a lo largo de un riel microtubular. En 
el modelo alternativo de mano sobre mano, las dos cabezas realizan mo- 
vimientos idénticos, pero alternados, similares a los de una persona que 
camina en un jardín por un sendero de piedras dispuestas a distancia de 
un paso. Esto es como al caminar, la cabeza seguidora (pierna) se mueve 
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16 nm hacia adelante de manera alternada en el lado izquierdo y derecho 
del tallo (cuerpo). (e) Ocurren cambios de conformación en la cabeza 
(azul) y el cuello (rojo) de una molécula monomérica de cinesina que 
impulsa el movimiento de la proteína a lo largo de un microtúbulo (mapa 
de contorno amarillo). En lugar de conectarse con una segunda cabeza, 
el cuello de esta molécula trunca de cinesina se une con una molécula de 
proteína fluorescente (verde). En condiciones normales el movimiento 
de balanceo del cuello impulsará el movimiento hacia adelante de la otra 
cabeza, lo que permite al dímero “caminar” hacia el extremo más de un 
protofilamento. (B: TOMADA DE C. L. AsBURY, CURR. OPIN. CELL Bi0L. 
17:91, 2005. COPYRIGHT 2005 CON AUTORIZACIÓN DE ELSEVIER SCIEN- 
CE; C: TOMADA DE Ryan B. CASE ET AL., CORTESÍA DE RonaLD D. VALE, 
Curr. BroL., voL. 10, #3, PORTADA, 2000.) 


do al lado más. En un axón, donde todos los microtúbulos están 
orientados con su extremo menos hacia el cuerpo celular, la cine- 
sina transporta cargamentos hacia las terminaciones sinápticas. 

Una sola molécula de cinesina se mueve sobre un solo pro- 
tofilamento de un microtúbulo a una velocidad proporcional a 
la concentración de ATP (hasta una velocidad máxima de 1 um 
por segundo). Cuando las concentraciones de ATP son bajas, las 
moléculas de cinesina se desplazan con suficiente lentitud para 
que los observadores concluyan que la proteína se mueve por pa- 
sos (fig. 9-154). Cada paso es de unos 8 nm de largo, que también 
es la longitud de un dímero de tubulina en un protofilamento y 
requiere la hidrólisis de una sola molécula de ATP. En la actua- 
lidad se acepta de manera general que la cinesina se mueve por 
un mecanismo “mano sobre mano” que se muestra en la figura 
9-150. Conforme a este modelo, que es básicamente similar a 
una persona que sube por una cuerda, las dos cabezas se alternan 
para tomar la primera o la segunda posiciones sin una rotación 
acompañante del tallo y la carga en cada paso. 

El movimiento de las moléculas de cinesina, tanto in vitro 
como in vivo, es muy progresivo, lo que significa que la proteína 
motora tiende a moverse a lo largo de un microtúbulo individual 
por distancias considerables (más de 1 um) sin desprenderse. 


Una molécula de cinesina de dos cabezas puede lograr esta ha- 
zaña porque una de las cabezas está unida con el microtúbulo en 
todo momento (fig. 9-154). Una proteína motora con esta capa- 
cidad está bien adaptada para el transporte independiente y por 
largas distancias de pequeños paquetes de cargamento. 

Las dos cabezas de la molécula de la cinesina se comportan 
en forma coordinada, de modo que siempre están en diferentes 
etapas de sus ciclos químicos y mecánicos en cualquier momento 
dado. Cuando una cabeza se une al microtúbulo, los cambios de 
conformación resultantes en la región del cuello adyacente de la 
proteína motora hacen que la otra cabeza se mueva hacia adelan- 
te al siguiente sitio de unión en el profilamento. Es probable que 
la cabeza con desplazamiento anterógrado encuentre su sitio de 
unión preciso en el protofilamento mediante una búsqueda alea- 
toria rápida. Estas actividades se ilustran en la figura 9-15c, que 
presenta las porciones de la cabeza y cuello de la cadena pesada 
de una cinesina monomérica relacionada con un microtúbulo. 
La actividad catalítica de la cabeza produce un movimiento de 
balanceo del cuello, que en esta ilustración está unido con una 
molécula de GFP (la proteína verde con forma de barril) y no 
con la cabeza de la cinesina. El microtúbulo no es una vía pasiva 
donde tienen lugar estos eventos, sino que tiene un papel activo 
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para estimular ciertos pasos de los ciclos mecánico y químico de 
la molécula de cinesina. 

La molécula de cinesina descubierta en 1985, conocida 
como “cinesina convencional” o cinesina 1, es sólo un integrante 
de una superfamilia de proteínas relacionadas que se denominan 
KLP (kinesin-like proteins, proteínas similares a cinesina). Con 
base en el análisis de las secuencias de genoma, los mamíferos 
producen alrededor de 45 KLP distintas. Las porciones motoras 
de las KLP tienen secuencias de aminoácidos relacionadas, lo 
que refleja un ancestro evolutivo compartido y su función simi- 
lar en los microtúbulos. En cambio, las colas de las KLP tienen 
secuencias diversas, lo que refleja la variedad de cargamentos que 
desplazan estos motores. Se identifican varias proteínas diferen- 
tes como adaptadores potenciales que unen KLP específicas con 
sus cargamentos. 

Como la cinesina 1, la mayor parte de las KLP se mueve 
hacia el extremo más del microtúbulo al que están unidas. Sin 
embargo, una pequeña familia (llamada cinesina 14), que inclu- 
ye la ampliamente estudiada proteína Ned de Drosophila sp, se 
mueve en sentido contrario, esto es, al extremo menos del riel 
microtubular. Aunque podría esperarse que las cabezas de las 
KLP dirigidas al extremo más y las dirigidas al extremo menos 
tuvieran estructuras diferentes porque contienen los dominios 
motores catalíticos, las cabezas de los dos tipos de proteínas son 
indistinguibles. En lugar de eso, la discrepancia en la dirección 
del movimiento se rastreó hasta las diferencias en las regiones 
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FIGURA 9-16 Alteración en el fenotipo de una célula que carece de 
un miembro de la superfamilia de la cinesina. (a-c) Célula control de 
tejidos extraembrionarios de un embrión normal de ratón de 9.5 días 
de edad teñida en a para los microtúbulos (verde) y en c para las mito- 
condrias (rojo). Una fracción significativa de las mitocondrias celulares 
se localiza a lo largo de los microtúbulos en las regiones periféricas 
de la célula. (9-4) Una célula correspondiente obtenida de un embrión 


adyacentes del cuello de las dos proteínas. Cuando la cabeza de 
una molécula Ncd dirigida al extremo negativo se une con el 
cuello y el tallo de una molécula de cinesina, la proteína híbrida 
se mueve hacia el extremo positivo del riel. Por tanto, aunque la 
híbrida tiene un dominio catalítico que en condiciones normales 
se movería hacia el extremo negativo de un microtúbulo, siempre 
que esté unido al cuello de un motor hacia el extremo positivo, se 
mueve en esta última dirección. 

Una tercera familia pequeña (cinesina 13) de proteínas si- 
milares a la cinesina, es incapaz de moverse. Las KLP de este 
grupo se unen a cualquier extremo de un microtúbulo y causan 
su despolarización en vez de moverse por él. Estas proteínas a 
menudo se denominan despolimerasas de microtúbulos. El im- 
portante cometido de éstas y otras KLP durante la división celu- 
lar se explorará en el capítulo 14. 


Transporte de organelos mediado por cinesina En el capítulo 8 se 
describió cómo se mueven las vesículas de un compartimiento 
membranoso, como el aparato de Golgi, a otro, como un lisoso- 
ma. Los trayectos que las vesículas citoplásmicas y los organelos 
siguen están definidos por los microtúbulos (véase fig. 9-1); los 
integrantes de la superfamilia de la cinesina tienen una partici- 
pación muy importante como agentes generadores de fuerza que 
impulsa el movimiento de este cargamento limitado por mem- 
brana. En la mayor parte de las células, como en los axones, los 
microtúbulos se alinean con los extremos más dirigidos hacia el 
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que carece de ambas copias del gen que codifica KIF5B, una de tres 
isomorfas convencionales de cinesina en ratones y ser humano. Todas 
las mitocondrias se aglomeran en la región central de la célula, lo que 
sugiere que KIFSB es la encargada de transportar las mitocondrias en 
sentido centrífugo. (TOMADA DE YOSUKE TANAKA ET AL., CORTESÍA 
DE NoBuTAaKA Hirokawa, CELL 93:1150,1998, CON AUTORIZACIÓN DE 
CELL Press.) 


centro de la célula. Por lo tanto, los miembros de la superfamilia 
de cinesina tienden a mover vesículas y organelos (p. ej., peroxi- 
somas y mitocondrias) hacia el exterior, a la membrana plasmá- 
tica celular. Lo anterior se ilustra en las micrografías de la figura 
9-16. El par de micrografías de la izquierda muestra una célula 
aislada de un embrión normal con 9.5 días de desarrollo que se 
tiñó para revelar la localización de sus microtúbulos (verde) y mi- 
tocondrias (naranja). El par de micrografías de la derecha mues- 
tra una célula que se aisló de un embrión de ratón con 9.5 días de 
desarrollo, pero que carece de ambas copias del gen que codifica 
la cadena pesada KIF5B de la cinesina. Las mitocondrias de la 
célula deficiente en KIF5B están ausentes en las regiones peri- 
féricas de la célula, como se esperaría si esta cinesina dirigida al 
extremo más fuera la encargada del movimiento centrífugo de 
los organelos membranosos (véase también fig. 9-170). 


Dineína citoplásmica El primer motor relacionado con los 
microtúbulos se descubrió en 1963 como la proteína encargada 
del movimiento de cilios y flagelos. Esta proteína se denominó 
dineína. Aunque casi de inmediato se sospechó la existencia de 
formas citoplásmicas, pasaron 20 años antes que una proteína 
similar se purificara e identificara en el tejido cerebral de los ma- 
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FIGURA 9-17 Dineína citoplásmica y transporte de organelos por 
proteínas motoras seguidoras de microtúbulos. (4) Estructura de una 
molécula de dineína citoplásmica, que contiene dos cabezas pesadas de 
dineína y varias cadenas intermedias y ligeras más pequeñas en la base 
de la molécula. Cada cadena pesada de dineína contiene una cabeza 
globular grande generadora de fuerza, un pedúnculo con un sitio de 
unión para el microtúbulo y un tallo. (4) Esquema de dos vesículas que 
se mueven en sentidos opuestos a lo largo del mismo microtúbulo, una 
impulsada por cinesina hacia el extremo más del riel y la otra por di- 
neína citoplásmica que la mueve hacia el extremo menos del riel. En el 
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míferos a la que se llamó dineína citoplásmica. La dineína cito- 
plásmica se encuentra en todo el reino animal, pero su presencia 
en las plantas es motivo de controversia. Si bien el ser humano 
tiene muchas cinesinas (y miosinas) diferentes, cada una adapta- 
da para funciones específicas, puede funcionar con sólo dos pro- 
teínas citoplásmicas, una de las cuales parece ser responsable de 
la mayor parte de las operaciones de transporte. 

La dineína citoplásmica es una proteína enorme (su masa 
molecular se aproxima a 1.5 millones de Da) formada por dos 
cadenas pesadas idénticas y varias cadenas intermedias y ligeras 
(fig. 9-17a). Cada cadena pesada de la dineína consiste en una 
cabeza globular grande con dos proyecciones alargadas (tallos). 
La cabeza de la dineína, que es 10 veces más grande que la de la 
cinesina, actúa como una máquina generadora de fuerza. Cada 
tallo contiene el importante sitio de unión con el microtúbulo 
situado en la punta. La proyección más larga, conocida como pie 
(o cola), vincula las cadenas intermedias y ligeras, cuyas funcio- 
nes no están bien definidas. Análisis estructurales indican que 
el dominio motor de la dineína consiste en varios módulos dis- 
tintos organizados en forma de rueda (véase fig. 9-36), lo cual lo 
hace fundamentalmente distinto de cinesina y miosina tanto en 
estructura como en modo de operación. 


(c) 


modelo mostrado, cada vesícula contiene ambos tipos de proteínas mo- 
toras, pero las moléculas de cinesina se desactivan en la vesícula superior 
y las moléculas de dineína se desactivan en la vesícula inferior. Ambas 
proteínas motoras están unidas a la membrana de la vesícula median- 
te un intermediario; la cinesina puede unirse a las vesículas mediante 
diversas proteínas integrales y periféricas de membrana y la dineína lo 
hace por medio de un complejo proteínico soluble llamado dinactina. 
(c) Esquema del transporte de vesículas, agregados vesiculotubulares 
(VTC) y organelos mediado por cinesina y por dineína en una célula 
cultivada no polarizada. 
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Las pruebas de motilidad in vitro señalan que la dineína 
citoplásmica se mueve de manera progresiva a lo largo del micro- 
túbulo hacia el extremo menos del polímero, contrario al sentido 
de la cinesina (fig. 9-175). Se cuenta con evidencia que sugiere 
que la dineína citoplásmica tiene por lo menos dos funciones: 


1. Un agente generador de fuerza para el posicionamiento del 
huso y el movimiento de los cromosomas durante la mitosis 
(descrita en el capítulo 14). 


2. Un motor microtubular dirigido al extremo menos para situar 
el aparato de Golgi y para el movimiento de organelos, vesí- 
culas y partículas por el citoplasma. 


En las células nerviosas, se cree que la dineína citoplásmica 
participa en el movimiento retrógrado de organelos citoplásmi- 
cos y el movimiento anterógrado de los microtúbulos. En los 
fibroblastos y otras células no neurales, se supone que la dineína 
citoplásmica transporta organelos membranosos de sitios peri- 
féricos hacia el centro de la célula (fig. 9-17c). El cargamento 


Túbulo B 


pericentriolar 
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FIGURA 9-18 El centrosoma. (a) Diagrama esquemático de un centrosoma 
que muestra centriolos en pares, el material pericentriolar (PCM) circun- 
dante y los microtúbulos que surgen del PCM, donde ocurre la nuclea- 
ción. (4) Micrografía electrónica de un corte transversal de un centriolo que 
muestra la disposición en rueda con rayos de las nueve fibrillas periféricas, 
cada una consistente en un microtúbulo completo y dos incompletos. (c) 
Micrografía electrónica que muestra dos pares de centriolos. Cada par con- 
siste en un centriolo original más largo y un centriolo hijo más pequeño 
(flecha) que se alarga en esta fase del ciclo celular (se describe en la sección 
14.2). (d) Reconstrucción micrográfica electrónica de un centrosoma ex- 
traído con yoduro de potasio de 0.1 M, que muestra que el PCM consiste 


impulsado por dineína incluye endosomas y lisosomas, vesículas 
derivadas del retículo endoplásmico en dirección al complejo de 
Golgi, moléculas de RNA y el virus VIH, que se transporta al 
núcleo de una célula infectada. La dineína citoplásmica no inter- 
actúa de modo directo con el cargamento limitado por la mem- 
brana, sino que necesita un adaptador con múltiples subunidades 
llamado dinactina. También es posible que la dinactina regule la 
actividad de la dineína y ayude a unir la proteína motora con el 
microtúbulo, lo cual incrementa la capacidad de proceso. 

De acuerdo con el modelo presentado en la figura 9-17c, 
que tal vez sea demasiado simplista, la cinesina y la dineína cito- 
plásmica mueven materiales similares en sentidos contrarios por 
la misma red de rieles. Como se indica en la figura 9-170, los 
organelos individuales pueden unirse con cinesina y dineína al 
mismo tiempo, lo que otorga a estos organelos la capacidad de 
moverse en direcciones contrarias, según las condiciones. No 
está claro cómo se regula la actividad de motores con sentidos 
opuestos. Como se explica en la página 357, también puede ha- 
ber miosina en algunos de estos organelos. 


PCM 


Centriolo 


(a) 500 nm 


Centrosoma 


10 um 


0.3 um (e) 


en una celosía fibrosa de organización laxa. (e) Micrografía por fuorescen- 
cia de una célula cultivada de mamífero que muestra el centrosoma (teñi- 
do de amarillo por un anticuerpo contra una proteína del centrosoma) en el 
centro de una red microtubular extensa. (A: TOMADA DE S. J. DoxsEY ET AL., 
CELL 76:643, 1994; con AUTORIZACIÓN DE CELL PRESS; B: CORTESÍA DE 
B. R. BRINKLEY; C: TOMADA DE J. B. RATTNER Y STEPHANIE G. PHILLIPS, 
J. CELL BroL. 57:363, 1973; D: TOMADA DE BRADLEY J. SCHNACKENBERG 
ET AL., CORTESÍA DE RogERT E. Palazzo, Proc. NaT'L. Acap. Sci. U.S.A. 
95:9298, 1998; E: TOMADA DE TosHIRO OHTA ET AL. J. CELL Bior. 156:88, 
2002, CORTESÍA DE Ryoko KURIYAMA; C Y E: MEDIANTE AUTORIZACIÓN DE 
DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 


Centros organizadores de microtúbulos 


La función de un microtúbulo dentro de una célula viva depen- 
de de su localización y orientación, lo que marca la importan- 
cia de comprender por qué un microtúbulo se ensambla en un 
sitio y no en otro. Cuando se estudia in vitro, el ensamble de 
microtúbulos con tubulina alfa-beta ocurre en dos fases distintas: 
una fase lenta de nucleación, en la que al principio se forma una 
pequeña parte del microtúbulo y una fase mucho más rápida de 
elongación. A diferencia de lo que sucede in vitro, la nucleación 
de los microtúbulos es un fenómeno rápido dentro de la célula, 
donde ocurre en relación con diversas estructuras especializadas 
llamadas centros de organización de microtúbulos (MTOC, 
microtubule-organizing centers). El MTOC mejor estudiado es el 
centrosoma. 


Centrosomas En las células animales, los microtúbulos del 
citoesqueleto casi siempre desarrollan el núcleo mediante el 
centrosoma, una estructura compleja que contiene dos centrio- 
los con forma de barril rodeados por material pericentriolar 
(PCM) electrodenso (fig. 9-184,5). Los centriolos son estructu- 
ras cilíndricas de unos 0.2 mm de diámetro y casi siempre miden 
lo doble de largo. Contienen nueve fibrillas espaciadas de manera 
uniforme; en el corte transversal cada una de ellas se ve como 
una banda de tres microtúbulos, designados túbulos A, B y C. 
Sólo el túbulo A es un microtúbulo completo (fig. 9-184,%) y está 
conectado con el centro del centriolo mediante una estructura 
con disposición radial. Los tres microtúbulos de cada tripleta se 
disponen con un patrón que confiere al centriolo una apariencia 
característica de rueda de espigas. Por lo general los centriolos 
se encuentran en pares, con ambos elementos situados en án- 
gulo recto entre sí (fig. 9-18a, c). La extracción de centrosomas 
aislados con yoduro de potasio 1.0 M retira cerca de 90% de la 
proteína del material pericentriolar y deja un andamiaje de fibras 
insolubles parecidas al espagueti (fig. 9-184). Como se explica 
más adelante, el centrosoma es el principal sitio de inicio de los 
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microtúbulos en las células animales y por lo general permanece 
en el centro de la red microtubular de la célula (fig. 9-186). 

La figura 9-19a ilustra un experimento inicial que demues- 
tra la participación del centrosoma en el inicio y la organización 
del citoesqueleto microtubular. Primero se rompieron los polí- 
meros de los microtúbulos de una célula animal cultivada me- 
diante la incubación de las células con colcemida, un fármaco que 
se une con las subunidades de tubulina y bloquea su utilización 
en la célula. El reensamble del microtúbulo se vigiló mediante 
eliminación del producto químico y tratando a las células fijadas, 
a distintos intervalos de tiempo con anticuerpos fluorescentes 
contra tubulina. Unos cuantos minutos después de la elimina- 
ción de las condiciones inhibidoras se observan una o dos man- 
chas fluorescentes en el citoplasma de cada célula. “Tras 15 a 30 
min (fig. 9-19a), el número de filamentos marcados que irradian 
de estos focos aumenta en forma drástica. Cuando estas mismas 
células se cortan y examinan con un microscopio electrónico se 
ve que los microtúbulos recién formados irradian del centrosoma 
hacia fuera. Un examen más minucioso revela que en realidad los 
microtúbulos no penetran en el centrosoma ni hacen contacto 
con los centriolos, sino que terminan en el material pericentriolar 
denso que se encuentra en la periferia del centrosoma. Este ma- 
terial es el que inicia la formación de los microtúbulos (véase fig. 
9-20). Aunque los centriolos no participan de manera directa en 
la nucleación del microtúbulo, es probable que desempeñen una 
función en el reclutamiento de la materia pericentriolar durante 
el ensamble del centrosoma y en el proceso general de la duplica- 
ción del centrosoma (descrito en la sección 14.2). 

Según se ilustra con el experimento recién descrito, los cen- 
trosomas son los sitios de nucleación del microtúbulo. La polari- 
dad de estos microtúbulos siempre es la misma: el extremo me- 
nos se relaciona con el centrosoma y el extremo más (o creciente) 
se sitúa en la punta contraria (fig. 9-194). Por ello, aunque los 
núcleos de los microtúbulos se formen en el MTOC, se alargan 
en el extremo contrario del polímero. El extremo creciente de un 
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FIGURA 9-19 Nucleación del microtúbulo en el centrosoma. (a) Micro- 
grafía de fluorescencia de un fibroblasto cultivado que se expuso a colce- 
mida para inducir el desensamble de los microtúbulos y luego se permitió 
que se recuperara durante 30 min antes del tratamiento con anticuerpos 
fluorescentes contra tubulina. La estructura estelar brillante marca el cen- 


trómero, junto con los microtúbulos recién ensamblados que comenzaron a 
crecer hacia fuera en todas direcciones. (5) Esquema del nuevo crecimiento 
de los microtúbulos que muestra la adición de subunidades en el extremo 
más del polímero lejos del centrosoma. (A: TOMADA DE MARY OSBORN Y 
Kraus Weber. Proc. Nat’. Acap. Sci., U.S.A. 73:869, 1976.) 
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microtúbulo puede contener un conjunto de proteínas diferen- 
tes que ayudan a unir el microtúbulo con un objetivo particular, 
como un endosoma o cisterna de Golgi en una célula en interfa- 
se, o un cromosoma condensado en una célula en mitosis. 

La fracción de microtúbulos que permanecen relacionados 
con el centrosoma varía mucho de un tipo celular a otro. El cen- 
trosoma de una célula no polarizada (p. ej., un fibroblasto) sue- 
le situarse cerca del centro de la célula y permanece vinculado 
con los extremos menos de una gran cantidad de microtúbulos 
(como en la figura 9-18). En cambio, muchos de los microtúbu- 
los de una célula epitelial polarizada se anclan por sus extremos 
menos en sitios dispersos cercanos al extremo apical de las célu- 
las, ya que sus extremos más se dirigen hacia la superficie basal 
de la célula (fig. 9-1). Asimismo el axón de una célula nerviosa 
contiene grandes cantidades de microtúbulos que no tienen rela- 
ción con el centrosoma, que se localiza en el cuerpo celular de la 
neurona. Estos microtúbulos axónicos se cortan del centrosoma 
donde se formaron y luego se transportan al axón por medio 
de proteínas motoras. Ciertas células animales, como los ooci- 
tos de los ratones, carecen de centrosomas y aún así son capaces 
de formar estructuras microtubulares complejas, como el huso 
meiótico (como se explica en el capítulo 14). 


Cuerpos basales y otros MTOC Los centrosomas no son 
los únicos MTOC de las células. Los microtúbulos externos de 
un cilio o flagelo se generan a partir de microtúbulos en una 
estructura llamada cuerpo basal, que se encuentra en la base del 


cilio o flagelo (véase fig. 9-32). Los cuerpos basales tienen una 
estructura idéntica a los centriolos; de hecho los cuerpos basales 
y los centriolos pueden dar origen uno al otro. Por ejemplo, el 
cuerpo basal donde se origina el flagelo de un espermatozoide 
proviene de un centriolo que formó parte del huso meiótico del 
espermatocito del que proviene el espermatozoide. Por el contra- 
rio, el cuerpo basal del espermatozoide casi siempre se convierte 
en centriolo durante la primera división mitótica del huevo fer- 
tilizado. 

Las células vegetales carecen de centrosomas y centriolos, 
o cualquier otro tipo de MTOC evidente. En cambio, en una 
célula vegetal los microtúbulos están concentrados alrededor de 
la superficie del núcleo y dispersos en la corteza (fig. 9-22). 


Nucleación del microtúbulo Sin importar su apariencia tan 
diversa, todos los MTOC tienen funciones similares en todas 
las células; controlan el número de microtúbulos, su polaridad, 
el número de protofilamentos que constituyen sus paredes y el 
momento y la localización de su ensamble. Además todos los 
MTOC comparten un componente proteínico, un tipo de tu- 
bulina descubierta a mediados del decenio de 1980 llamada 
tubulina gamma. A diferencia de las tubulinas alfa y beta que 
constituyen cerca de 2.5% de la proteína de una célula no neural, 
la tubulina gamma representa sólo 0.005% del total de proteí- 
nas de la célula. Los anticuerpos fluorescentes contra tubulina 
gamma tiñen todos los tipos de MTOC, inclusive el material 
pericentriolar de los centrosomas (fig. 9-20a), lo que sugiere que 
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FIGURA 9-20 Participación de la tubulina gamma en la función del 
centrosoma. (a) Fibroblasto en división que se tiñó mediante técnica 
doble con anticuerpos contra tubulina gamma (rojo) y contra tubulina 
beta (verde). La tinción naranja se debe a la coincidencia de los dos tipos 
de tubulina, que ocurre en los dos centrosomas localizados en los polos 
opuestos de una célula en proceso de división. (4) Reconstrucción basada 
en micrografías electrónicas de una porción de un centrosoma que se 
incubó in vitro con tubulina purificada y luego se marcó con anticuer- 
pos contra tubulina gamma. Los anticuerpos se unieron con partículas 
de oro para hacerlos visibles (como puntos blancos) en la reconstruc- 
ción. Durante la incubación con tubulina, el centrosoma sirvió como 
un MTOC para formar el núcleo de los microtúbulos cuyos extremos 
menos se ven marcados con cúmulos de oro, a menudo dispuesto en se- 


30 nm (c) 


micírculos o anillos. El dibujo anexo muestra el esbozo del microtúbulo 
que se presenta en la micrografía. (c) Un modelo para la función de la 
tubulina gamma durante el ensamble de los microtúbulos. La nucleación 
comienza cuando los dímeros de tubulina alfa-beta se unen con un anillo 
abierto de moléculas de tubulina gamma (café), que se mantienen en 
su sitio mediante varias proteínas más (verde) que constituyen la gran 
y-TuRC. La nucleación mediante y-TuRC define la polaridad del mi- 
crotúbulo con un anillo de monómeros de tubulina alfa situados en el 
extremo menos de la estructura. (A: CORTESÍA DE M. KATHERINE JUNG 
y BerL R. OAKLEY; B: REPRODUCIDA CON AUTORIZACIÓN DE MICHELLE 
Morrtz ET AL., NATURE 378:639, 1995. Foro corTEsÍA DE David A. 
AGARD; DERECHOS RESERVADOS 1995 por MACMILLAN MAGAZINES 
LiMiTED.) 


esta tubulina es un componente crucial en la nucleación de los 
microtúbulos. Esta conclusión se apoya con otros estudios. Por 
ejemplo, la microinyección de anticuerpos contra tubulina 
gamma en una célula viva bloquea el reensamble de microtúbu- 
los después de su despolimerización mediante fármacos o frío. 
Para comprender el mecanismo de la nucleación de mi- 
crotúbulos los investigadores se enfocaron en la estructura y la 
composición del material pericentriolar (PCM) en la periferia de 
los centrosomas. Se cree que las fibras insolubles del PCM (fig. 
9-18d) sirven como sitios de unión para las estructuras anulares 
que tienen el mismo diámetro que los microtúbulos (25 nm) y 
contienen tubulina gamma. Estas estructuras anulares se descu- 
brieron cuando los centrosomas se purificaron e incubaron con 
anticuerpos marcados con oro que se unían con la tubulina gam- 
ma. Con el microscopio electrónico se observó que las partículas 
de oro se aglomeraban en semicírculos o anillos situados en los 
extremos menos de los microtúbulos (fig. 9-205). Estos son 
los extremos de los microtúbulos que están incluidos en el PCM 
del centrosoma donde la nucleación ocurre. Se aislaron comple- 
jos anulares similares de tubulina gamma (o y-T7uRC) de extrac- 
tos celulares y se demostró que permiten la nucleación del en- 
samble de microtúbulos in vitro. Estos y otros estudios sugieren 
el modelo que se muestra en la figura 9-20c en el que un conjun- 
to helicoidal de subunidades de tubulina gamma (café) forman 
un molde anular sobre el que la primera hilera de dímeros de 
tubulina alfa-beta se ensambla. En este modelo sólo la tubulina 
alfa del heterodímero puede unirse con un anillo de subunidades 
gamma. Por tanto el y-TuRC determina la polaridad de todo el 
microtúbulo y también forma una capa en su extremo menos. 


Las propiedades dinámicas de los microtúbulos 


Aunque todos los microtúbulos tienen una morfología muy simi- 
lar, presentan diferencias marcadas en su estabilidad. Los micro- 
túbulos se estabilizan por la presencia de MAP unidas (pág. 325) 
y tal vez también por otros factores que todavía se desconocen. 
Los microtúbulos del huso mitótico o del citoesqueleto son muy 
lábiles y esto significa que son sensibles para desarmarse. Los mi- 
crotúbulos de las neuronas maduras son mucho menos lábiles y 
los de los centriolos, cilios y flagelos son muy estables. Las células 
vivas pueden someterse a diversos tratamientos que desarman los 
microtúbulos del citoesqueleto sin romper otras estructuras celu- 


O 


FIGURA 9-21 Cuatro disposiciones principales de los microtúbulos 
presentes durante el ciclo celular de una célula vegetal. La organiza- 
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lares. El desensamble puede inducirse con frío, presión hidrostá- 
tica, aumento en la concentración de Ca?* y diversos productos 
químicos, como la colchicina, vinblastina, vincristina, nocodazol 
y podofilotoxina. Los taxoles son fármacos que detienen las acti- 
vidades dinámicas de los microtúbulos a través de un mecanismo 
muy diferente. El taxol se une con el polímero del microtúbulo, 
lo que inhibe su desensamble e impide que la célula ensamble las 
nuevas estructuras microtubulares necesarias. Muchos de estos 
compuestos, aun el taxol, se usan en la quimioterapia contra el 
cáncer porque destruyen las células tumorales en forma preferen- 
cial. Durante años se supuso que las células tumorales eran muy 
sensibles a estos fármacos por el alto ritmo de división celular. No 
obstante, la investigación reciente reveló que aún hay más. Como 
se explica en el capítulo 14, las células normales tienen un me- 
canismo (o punto de verificación) que detiene la división celular 
en presencia de fármacos que alteran el huso mitótico, como la 
vinblastina y el taxol. Como resultado las células normales suelen 
detener sus actividades de división hasta que el fármaco se elimi- 
na del cuerpo. En cambio, muchas células cancerosas carecen de 
este punto de verificación mitótico e intentan completar su di- 
visión inclusive en ausencia de un huso mitótico funcional. Esto 
suele conducir a la muerte de la célula tumoral. 

La labilidad de los microtúbulos del citoesqueleto refleja el 
hecho de que son polímeros formados por enlace no covalente de 
bloques diméricos de construcción. Por lo general los microtú- 
bulos del citoesqueleto están sujetos a despolimerización y repo- 
limerización conforme los requerimientos de la célula cambian 
de un momento a otro. El carácter dinámico del citoesqueleto 
microtubular está bien ilustrado en las células vegetales. Si una 
célula vegetal típica se vigila desde una división mitótica hasta la 
siguiente, aparecen cuatro conjuntos distintos de microtúbulos, 
uno después del otro (fig. 9-21). 


1. Durante la mayor parte de la interfase los microtúbulos de 
una célula vegetal se distribuyen por toda la corteza, como se 
muestra en la etapa 1 de la figura 9-21. Una búsqueda de la 
tubulina y revela que este factor de nucleación se localiza a 
lo largo de los microtúbulos corticales, lo cual sugiere que los 
nuevos microtúbulos podrían formarse directamente en la su- 
perficie de los ya existentes. Esta idea es apoyada por estudios 
sobre la incorporación de tubulina en células vivas (fig. 9-22a) y 
por análisis in vitro (fig. 9-22b) que muestran microtúbulos re- 


(a) 


ción de los microtúbulos en cada etapa se describe en el texto. (TomADA 
DE R. H. GODDARD ET AL., PLANT Phys1oL. 104:2, 1994.) 
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cién formados de manera perpendicular a los lados de otros ya 
existentes. Una vez formados, es probable que los microtúbulos 
hijos se desprendan del progenitor y sean incorporados en los 
haces paralelos que circundan la célula (figs. 9-12a, 9-21). 

2. Conforme la célula se aproxima a la mitosis, los microtúbulos 
desaparecen de la mayor parte de la corteza y dejan sólo una 
banda transversal llamada banda preprofase, que rodea la célu- 
la como un cinturón (fase 2, fig. 9-21). La banda preprofase 
marca el sitio del futuro plano de división. 

3. A medida que la célula progresa hacia la mitosis, la banda 
preprofase se pierde y los microtúbulos reaparecen en la for- 
ma de huso mitótico (fig. 9-21, etapa 3). 

4. Después de que los cromosomas se separan, el huso mitótico 
desaparece y se sustituye por un haz de microtúbulos llamado 


bolleria 
de tubulina y Microtúbulo 


FIGURA 9-22 Nucleación de túbulos corticales vegetales. (2) Las micro- 
grafías muestran una porción de una célula de tabaco cultivada viva que 
expresa tubulina marcada con tubulina-GFP. Durante el periodo de obser- 
vación, un microtúbulo ya existente de la corteza sirve como núcleo para el 
ensamblaje de un microtúbulo hijo, que crece hacia afuera formando una 
rama en forma de “Y”. El extremo de un microtúbulo recién formado se in- 
dica mediante una punta de flecha y el punto de ramificación mediante una 
flecha. (5) Micrografía electrónica de un microtúbulo con dos microtúbulos 
hijos que ramifican desde su superficie. Los microtúbulos ramificados se 
ensamblaron en un sistema acelular que contenía subunidades de tubulina. 
La barra representa 10 um. (c) Modelo esquemático que muestra cómo 
se forman microtúbulos nuevos en los sitios de tubulina y presentes en 
la superficie de un microtúbulo preexistente. (A, B: TOMADAS DE TAKASHI 
MURATA, ET AL., REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE NATURE CELL BIOL. 
7:961,2005. CopYrIGHT 2005, MacmILLAN MAGAzINEs Lro.) 


fragmoplasto (fig. 9-21, etapa 4), que desempeña una función 
central en la formación de la pared celular que separa las dos 
células hijas (véase fig. 14-38). 


Se cree que estos cambios drásticos en la organización es- 
pacial de los microtúbulos se logran mediante la combinación 
de dos mecanismos separados: 1) una nueva disposición de los 
microtúbulos existentes y 2) el desensamble de los microtúbu- 
los existentes con un reensamble de otros nuevos en regiones 
distintas de la célula. En este último caso, los microtúbulos que 
constituyen la banda preprofase se forman a partir de las mismas 
subunidades que unos minutos antes eran parte de la matriz cor- 
tical o, antes que eso, el fragmoplasto. 


Bases de la dinámica de microtúbulos Los primeros da- 
tos sobre los factores que influyen en los índices de ensamble y 
desensamble del microtúbulo se obtuvieron de estudios in vitro. 
La primera estrategia exitosa respecto al ensamble de microtú- 
bulos in vitro fue obra de Richard Weisenberg de la Temple Uni- 
versity en 1972. Al razonar que los homogeneizados celulares 
deben tener todas las macromoléculas necesarias para el proceso 
de ensamble, Weisenberg logró la polimerización de tubulina en 
homogeneizados completos de cerebro a 37°C con la adición de 
Mg?*, GTP y EGTA (que se une con Ca**, un inhibidor 
de la polimerización). Weisenberg encontró que los microtúbu- 
los podrían desensamblarse y ensamblarse de nuevo una y otra 
vez con el solo descenso e incremento de la temperatura en la 
mezcla de incubación. La figura 9-23 muestra tres microtúbulos 
que se armaron en el tubo de ensayo a partir de tubulina puri- 
ficada. Puede verse que uno de los tres microtúbulos contiene 
sólo 11 protofilamentos (como su diámetro menor lo indica). No 
resulta inesperado que los microtúbulos ensamblados in vitro 
tengan cantidades anormales de protofilamentos porque carecen 
del molde apropiado (fig. 9-20c) que en condiciones normales 
proporcionan los complejos anulares de tubulina gamma ¿n vivo. 
El ensamble in vitro de microtúbulos se favorece mucho con la 
adición de MAP o con fragmentos de microtúbulos o estructu- 
ras que los contengan (fig. 9-24), que sirven como moldes para 
la adición de subunidades libres. En estos estudios in vitro se 
agregan subunidades de tubulina sobre todo al extremo más del 
polímero existente. 

Desde los primeros estudios in vitro se estableció que el en- 
samble de microtúbulos requiere GT'P. El ensamble de dímeros 
de tubulina demanda la unión de una molécula de GT'P con la 
subunidad de tubulina beta.? La incorporación real del dímero al 
final de un microtúbulo no necesita hidrólisis de GTP, sino que 
el GTP se hidroliza poco después que el dímero se incorpora a un 
microtúbulo y el GDP resultante permanece unido con el polí- 
mero armado. Luego que un dímero se libera de un microtúbulo 
durante el desensamble e ingresa a la reserva soluble, el GDP se 
sustituye con un GTP nuevo. Este intercambio de nucleótido 
“recarga” el dímero y permite que sirva de nuevo como bloque de 
construcción para la polimerización. 

Debido a que la hidrólisis del GTP incluye el ensamble de 
un microtúbulo, esta no es una actividad celular barata. ¿Por qué 


2Una molécula de GTP también se une con la subunidad tubulina alfa, pero no 
es intercambiable y no se hidroliza después de la incorporación de la subunidad. 
Las posiciones de los nucleótidos de guanina en el heterodímero de tubulina 
alfa-beta se muestran en la figura 9-9c. 


FIGURA 9-23 Microtúbulos ensamblados en un tubo de ensayo. Mi- 
crografía electrónica de microtúbulos congelados no fijados que se poli- 
merizaron in vitro. Pueden verse los protofilamentos individuales y sus 
subunidades de tubulina globular. Nótese que la parte media de los tres 
microtúbulos contiene sólo 11 protofilamentos. (Cortesía DE R. H. 
WADE, INSTITUT DE BIOLOGIE STRUCTURALE, GRENOBLE, FRANCIA.) 


se desarrolló una vía de polimerización tan costosa? Para res- 
ponder esta pregunta es conveniente considerar el efecto de la 
hidrólisis del GTP en la estructura del microtúbulo. Cuando un 
microtúbulo crece, el extremo más se ve al microscopio electró- 
nico como una hoja abierta a la que se agregan dímeros-GTP 
(paso 1, fig. 9-25). 


Extremo + de los 
microtúbulos 
ensamblados 


Extremo + de los 
microtúbulos 
- del axonema 


P m 


FIGURA 9-24 Ensamble de la tubulina en las estructuras microtubula- 
res existentes. Micrografía electrónica que muestra el ensamble in vitro 
de la tubulina cerebral en los extremos más de los microtúbulos de un 
axonema del flagelo de Chlamydomonas. (Cortesía DE L. I. BINDER Y 
Joer L. RoseNBAUM.) 
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Durante las fases de crecimiento rápido del microtúbulo los 
dímeros de tubulina se agregan con más rapidez de lo que su 
GTP puede hidrolizarse. Se cree que la presencia de una capa 
de dímeros tubulina-GTP en los extremos más de los proto- 
filamentos favorece la adición de más subunidades, con el cre- 
cimiento consecuente del microtúbulo. Sin embargo, se supone 
que los microtúbulos con extremos abiertos, como en el paso 1 de 
la figura 9-25, experimentan una reacción espontánea que con- 
duce al cierre del tubo (pasos 2 y 3). En este modelo el cierre del 
tubo se acompaña de hidrólisis del GTP unido, lo que genera 
subunidades que contienen tubulina unida con GDP. Las subu- 
nidades tubulina-GDP tienen una conformación distinta a sus 


— 
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FIGURA 9-25 Modelo de tapa estructural de inestabilidad dinámica. Se- 
gún el modelo, el crecimiento o encogimiento de un microtúbulo depende 
del estado de los dímeros de tubulina en el extremo más del microtúbu- 
lo. Los dímeros de tubulina-GTP se muestran en rojo. Los dímeros de 
tubulina-GDP se presentan en azul. En un microtúbulo en crecimiento 
(paso 1), la punta consiste en una hoja abierta que contiene subunidades 
de tubulina-GT'P. En el paso 2, el tubo comenzó a cerrarse, lo que obliga 
a la hidrólisis del GTP unido. En el paso 3, el tubo ya se cerró hasta su 
extremo, lo que dejó sólo subunidades tubulina-GDP. Las subunidades 
tubulina-GDP tienen una conformación curva comparada con sus con- 
trapartes unidas con GTP, lo que las hace menos capaces de ajustarse en 
un protofilamento recto. La cadena resultante de la presencia de subunida- 
des de tubulina-GDP en el extremo más del microtúbulo se libera cuando 
los protofilamentos se enrollan hacia afuera desde el túbulo y experimen- 
tan un encogimiento catastrófico (paso 4). (Tomapa DE A. A. HYMAN Y 
E. KarseNTI, CELL 84:402, 1996, CON AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 
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FIGURA 9-26 Dinámica del microtúbulo en las células vivas. A este fibro- 


blasto cultivado se le inyectó un pequeño volumen de tubulina que se había 
unido mediante enlaces covalentes con biotina, una pequeña molécula cuya 
localización en la célula es fácil de determinar mediante anticuerpos fluores- 
centes contra biotina. Cerca de un minuto después de la inyección, las célu- 
las se fijaron y se identificó la localización de la tubulina unida con biotina 
que se había incorporado en microtúbulos insolubles. En esta micrografía 
de fluorescencia resulta evidente que, aun durante periodos tan cortos como 
1 min, muchas subunidades de tubulina se incorporan en los extremos cre- 
cientes de los microtúbulos del citoesqueleto. (Tomana DE Marc KirscH- 
NER, J. CELL BIoL. 102, PORTADA DEL NÚM. 3, 1986, MEDIANTE AUTORIZA- 
CIÓN DE DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 


precursores tubulina-GTP y son menos adecuadas para ajustarse 
en un protofilamento recto. La tensión mecánica resultante dis- 
minuye la estabilidad del microtúbulo. La energía de tensión se 
libera cuando los protofilamentos se curvan hacia afuera en el 
extremo más del túbulo y se someten a polimerización catastró- 
fica (paso 4). Por tanto pareciera que la hidrólisis del GTP es un 
elemento fundamental de la calidad dinámica de los microtúbu- 
los. La energía de tensión almacenada en un microtúbulo como 
resultado de la hidrólisis del GTP torna los microtúbulos inesta- 
bles y capaces de desarmarse poco después de su formación (en 
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FIGURA 9-27 Inestabilidad dinámica. Esta serie de fotografías muestra 
los cambios en la longitud de un solo microtúbulo en el cono de cre- 
cimiento de una neurona. Se aplicó una microinyección a la célula de 
tubulina con marca de fluorescencia en una concentración lo bastante 
baja para producir partículas fluorescentes a todo lo largo de los mi- 
crotúbulos. Como se explica en la página 321, estas partículas brindan 
puntos de referencia fijos que pueden seguirse en el tiempo. Cada una 
de las líneas amarillas horizontales conecta una de estas partículas de un 


ausencia de otros factores estabilizadores como las MAP). Los 
microtúbulos pueden encogerse con gran rapidez, sobre todo in 
vivo, lo que permite a la célula desarmar su citoesqueleto micro- 
tubular en muy poco tiempo. 

La microinyección de tubulina con marca fluorescente en 
una célula cultivada puede revelar el carácter dinámico del ci- 
toesqueleto microtubular dentro de una célula. Las subunidades 
marcadas se incorporan con rapidez en los microtúbulos preexis- 
tentes del citoesqueleto, aun en ausencia de cambios morfológi- 
cos (fig. 9-26). Si se observan microtúbulos individuales con el 
microscopio de fluorescencia, parecen crecer despacio por cierto 
periodo y luego se encogen con rapidez y en forma inesperada, 
como lo ilustra la vigilancia del microtúbulo de la figura 9-27. 
Puesto que el encogimiento ocurre de manera más rápida e in- 
esperada que la elongación, la mayor parte de los microtúbulos 
desaparece de la célula en cuestión de minutos y se sustituye por 
microtúbulos nuevos que crecen a partir del centrosoma. 

En 1984, Timothy Mitchison y Marc Kirschner de la Uni- 
versity of California, San Francisco, informaron sobre las propie- 
dades de los microtúbulos individuales y propusieron que el com- 
portamiento del microtúbulo podía explicarse por un fenómeno 
denominado inestabilidad dinámica. La inestabilidad dinámica 
explica la observación de que 1) el crecimiento y reducción de 
microtúbulos pueden coexistir en la misma región de una célula 
y 2) que un microtúbulo determinado puede cambiar de manera 
impredecible (de manera fortuita) entre las fases de crecimiento y 
acortamiento, como en la figura 9-27. La inestabilidad dinámica 
es una propiedad inherente del microtúbulo y, más específicamen- 
te, del extremo más del microtúbulo. Como se indica en la figura 
9-25, es el extremo más donde se agregan las subunidades duran- 
te el crecimiento y del que se pierden durante el acortamiento. 
Esto no significa que la inestabilidad dinámica no esté influida 
por factores externos. Por ejemplo, las células contienen un con- 
junto diverso de proteínas (llamadas + TIP) que se unen con los 
extremos positivos dinámicos de los microtúbulos. Algunas de es- 
tas +TIP regulan la velocidad de crecimiento o acortamiento del 
microtúbulo o la frecuencia de intercambio entre estas dos fases. 
Otras +TIP median la unión del extremo más del microtúbulo 
con una estructura celular específica, como el cinetocoro de un 
cromosoma mitótico durante la división celular, o el citoesqueleto 
de actina de la corteza durante el transporte en vesículas. 
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punto de tiempo al siguiente. La línea azul indica el extremo más aproxi- 
mado del microtúbulo en varios puntos de tiempo. Desde 0 hasta cerca 
de 200 s, el microtúbulo presenta la adición gradual de subunidades de 
tubulina en el extremo más. Luego, desde alrededor de 200 a 240 s, el 
microtúbulo experimenta un encogimiento rápido. (TOMADA DE AN- 
DREW W. SCHAEFER, NuruL KasrurR y PauL ForscHeR, J. CeLL BroL. 
158:145, 2002; MEDIANTE AUTORIZACIÓN DE DERECHOS RESERVADOS 
DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 


La inestabilidad dinámica constituye un mecanismo por 
medio del cual los extremos más de los microtúbulos pueden 
explorar rápidamente el citoplasma en busca de sitios de fija- 
ción apropiados. La fijación estabiliza temporalmente los mi- 
crotúbulos y permite a la célula construir las complejas redes ci- 
toesqueléticas que se exponen en este capítulo. La inestabilidad 
dinámica también permite a las células reaccionar rápidamente 
a las condiciones cambiantes que requieren remodelación del 
citoesqueleto microtubular. Uno de los ejemplos más notables 
de tal remodelación se presenta en la mitosis, cuando los mi- 
crotúbulos del citoesqueleto se desensamblan y remodelan en 
un huso mitótico bipolar. Esta reorganización se relaciona con 
un intenso cambio en la estabilidad microtubular; los microtú- 
bulos de las células en interfase tienen vidas medias cinco a 10 
veces mayores que los de las células mitóticas. A diferencia de 
los microtúbulos del huso mitótico o el citoesqueleto, los de los 
organelos que se consideran a continuación carecen de actividad 
dinámica y son muy estables. 


Cilios y flagelos: estructura y función 


Cualquiera que haya colocado una gota de agua de un estanque 
bajo la lente del microscopio y haya intentado impedir que un 
protozoario nadara fuera del campo de visión puede apreciar la 
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actividad de los cilios y los flagelos. Los cilios y los flagelos son 
organelos móviles similares a pelos que sobresalen de la super- 
ficie de diversas células eucariotas. Las bacterias también tienen 
estructuras conocidas como flagelos, pero los flagelos de los pro- 
cariotas son filamentos simples sin relación evolutiva con sus 
contrapartes eucariotas (véase fig. 1-14). La explicación siguiente 
se refiere sólo a los organelos de células eucariotas. 

En esencia los cilios y los flagelos son la misma estructu- 
ra. La mayoría de los biólogos usa uno u otro término con base 
en el tipo de célula del que el organelo se proyecta y su patrón 
de movimiento. De acuerdo con esta distinción, un cilio puede 
compararse con un remo que mueve la célula en sentido per- 
pendicular al cilio mismo. Durante su desplazamiento el cilio se 
mantiene rígido (fig. 9-28a) mientras empuja contra el medio 
circundante. En su movimiento de recuperación el cilio se vuelve 
flexible y ofrece poca resistencia al medio. Los cilios tienden a 
encontrarse en grandes cantidades sobre la superficie celular y 
su actividad suele ser coordinada (fig. 9-280). Los cilios mueven 
líquido y partículas a través de diversas vías en los organismos 
pluricelulares (fig. 9-28c). Por ejemplo, en los seres humanos el 
epitelio ciliado que recubre las vías respiratorias impulsa el moco 
y los detritos atrapados en él para alejarlos de los pulmones. No 
todos los cilios son móviles; muchas células del cuerpo tienen un 
solo cilio inmóvil (cilio primario) y se cree que desempeña una 
función sensorial al vigilar las propiedades de los líquidos extra- 
celulares. Algunas de las funciones de los cilios únicos móviles e 
inmóviles se explican en el recuadro Perspectiva humana. 
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FIGURA 9-28 Golpe ciliar. (a) Diversas etapas del golpe de un cilio. (4) 


Los cilios de la superficie de un protozoario ciliado se mueven en on- 
das metácronas en las que los cilios de una hilera determinada están en 
la misma etapa del ciclo del movimiento, pero los que se encuentran 
en filas adyacentes están en una etapa diferente. RS, cilios en golpe de 
recuperación; ES, cilios en golpe de poder efectivo. (c) Cilios de la su- 
perficie del labio (fimbria) del oviducto de ratón. (B: REIMPRESA CON 
AUTORIZACIÓN DE G. A. Horr1DGE Y S. L. Tamm, Science 163:818, 
1969; O DERECHOS RESERVADOS 1969, AMERICAN ASSOCIATION FOR 
THE ADVANCEMENT OF SCIENCE; C: CORTESÍA DE ELLEN R. DIRKSEN.) 
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La función de los cilios en el desarrollo y la enfermedad 


Cuando una persona se mira al espejo ve un organismo relativamente 
simétrico, uno cuya mitad izquierda es una imagen en espejo de la dere- 
cha. Por otra parte, los cirujanos ven organismos muy asimétricos cuan- 
do abren la cavidad torácica o abdominal de una persona. Por ejemplo, 
el estómago, el corazón y el bazo están desviados al lado izquierdo del 
cuerpo, mientras que el hígado se localiza en el lado derecho. En oca- 
siones algún médico encuentra un paciente en el que la asimetría entre 
los lados derecho e izquierdo de las vísceras está invertida (situación 
conocida como situs inversus). 

El situs inversus se presenta en personas con el síndrome de Kar- 
tagener, que también se caracteriza por infecciones respiratorias y si- 
nusales recurrentes e infertilidad en los varones. Los primeros indicios 
de la causa subyacente de este trastorno se obtuvieron en el decenio de 
1970, cuando se descubrió que los espermatozoides inmóviles de estas 
personas tenían una estructura anormal del axonema. Según el pacien- 
te, los axonemas pueden carecer de las ramas externas o internas de 
dineína, de microtúbulos centrales o de las estructuras radiales (véase 
fig. 9-30). Estudios posteriores mostraron que este trastorno se debe a 
mutaciones en varios genes, inclusive los que codifican las cadenas pesa- 
das e intermedias de dineína. Es comprensible que estas personas sufran 
infecciones respiratorias, lo que depende de la eliminación de detritos y 
bacterias por acción de los cilios del epitelio respiratorio, e infertilidad 
masculina, pero ¿por qué casi la mitad de ellos tiene inversión de la 
asimetría izquierda-derecha? 

El plan corporal básico de un mamífero se establece durante la gas- 
trulación gracias a una estructura llamada nodo embrionario. Cada célula 
que forma parte del nodo posee un solo cilio. Estos cilios tienen propie- 
dades inusuales, carecen de los dos microtúbulos centrales (tienen una 
estructura axonémica 9 + 0) y tienen un movimiento rotatorio inusual 
(giratorio). Si la motilidad de estos cilios se altera, como sucede en los 
ratones con mutaciones en un gen de la dineína flagelar, casi la mitad 
de los animales presenta inversión de la asimetría, lo que sugiere que el 
azar determina la asimetría entre izquierda y derecha en estos mutantes. 

La rotación de los cilios nodales mueve el líquido circundante al 
lado izquierdo de la línea media del embrión, como se demostró me- 
diante el seguimiento del movimiento de las cabezas fluorescentes mi- 
croscópicas. Se propuso que el líquido extracelular movido por los cilios 
nodales contiene sustancias morfogenéticas (sustancias que dirigen el 
desarrollo embrionario) que se concentran al lado izquierdo del em- 
brión, lo que conduce a la formación final de diferentes órganos a ambos 
lados de la línea media. Esta proposición se apoya en estudios experi- 
mentales en los que se desarrollaron embriones de ratones en cámaras 
miniaturizadas en las que podía imponerse un flujo artificial de líquido a 
través del nodo. Cuando los embriones se sometieron al flujo de líquido 
en dirección contraria a la que ocurre durante el desarrollo normal, los 
embriones desarrollaron inversión de la asimetría izquierda-derecha.* 

Muchas células del cuerpo tienen un cilio primario único no móvil 
que carece de los microtúbulos y brazos de dineína. Durante años los 


“Una hipótesis alterna pero relacionada es que el nodo embrionario contiene 

dos tipos distintos de cilios, una población de cilios localizada en el centro del 
nodo y nodos primarios inmóviles distribuidos alrededor de la periferia del nodo. 
Conforme a esta hipótesis, los cilios móviles generan el flujo a la izquierda y los 
cilios inmóviles actúan como estructuras sensoriales que detectan el movimiento 
y transmiten señales que ocasionan asimetría. 


investigadores ignoraron estos cilios, pero estudios recientes sugieren 
que desempeñan funciones importantes como “antenas” que perciben 
las propiedades químicas y mecánicas de los líquidos en los que se pro- 
yectan. Considérese el cilio primario (fig. 1) de las células epiteliales que 
recubren la luz de los túbulos renales microscópicos en los que se forma 
la orina. La importancia de estos cilios se evidenció tras el descubri- 
miento de que un par de proteínas de membrana llamadas policistinas 
se localizan en la superficie de estos cilios renales, donde forman un 
canal de iones Ca?*. Las mutaciones en PKD1 y PKD2, los genes que 
codifican las policistinas, causan enfermedad renal poliquística, en la 
que los riñones desarrollan múltiples quistes que destruyen la función 
renal. Se cree que la PKD resulta de pérdida de la regulación de la di- 
visión celular, porque los quistes se deben a un nivel anormalmente alto 
de proliferación de las células epiteliales que recubren partes de los tú- 
bulos renales. Se piensa que las mutaciones en las policistinas alteran la 
respuesta de los cilios primarios al flujo de líquido, lo que ocasiona un 
trastorno en el flujo de calcio a través de la membrana ciliar; esto a su 


FIGURA 1 Cilios primarios. Micrografía electrónica de barrido que 
muestra cada una de estas células del epitelio renal con un solo cilio pri- 
mario inmóvil. (Tomana DE R. G. KesseEL AND R. H. KarDON, TissuEs 
AND OkrGaANs: A TEXTBOOK OF SCANNING ELecrron MicroscopY/ 
VisuaLs UNLIMITED.) 
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vez altera la transmisión de señales al cuerpo de la célula y el núcleo, de 
lo que resulta una proliferación celular anormal. 

La importancia de los cilios en el desarrollo humano se ha hecho 
aún más evidente por la reciente revelación de que el síndrome de Bar- 
det-Biedl (BBS) es causado por mutaciones en uno o varios genes que 
intervienen en el ensamblaje de cuerpos basales y cilios. Las personas 
afectadas por BBS tienen una variedad notable de anomalías que inclu- 
yen polidactilia (dedos adicionales en manos o pies), situs inversus, obe- 
sidad, enfermedad renal, defectos cardiacos, retraso mental, anomalías 


Los flagelos tienen diversos patrones de movimiento (on- 
das), según el tipo celular. Por ejemplo, el alga unicelular que se 
presenta en la figura 9-29a se impulsa hacia el frente con las 
sacudidas de sus dos flagelos en forma asimétrica, semejante a 
la brazada de pecho de un nadador humano (fig. 9-294). Esta 
misma alga puede empujarse a sí misma por el medio con un 
movimiento simétrico similar al del espermatozoide (mostrado 
en la figura 9-34). La concentración interna del ion de calcio 
regula el grado de asimetría del patrón de movimiento del alga. 

La micrografía electrónica de un corte transversal de un ci- 
lio o un flagelo es una de las imágenes más familiares de la bio- 
logía celular (fig. 9-30a). Toda la proyección ciliar o flagelar está 
cubierta por una membrana que se continúa con la membrana 
plasmática de la célula. El centro del cilio, llamado axonema, 
contiene un conjunto de microtúbulos que corre en sentido lon- 
gitudinal por todo el organelo. Con raras excepciones, el axone- 
ma de un cilio o flagelo móvil consiste en nueve microtúbulos 
dobles periféricos que rodean un par central de microtúbulos. 
Esta misma estructura microtubular, que se conoce como “dis- 
posición 9 + 2”, se observa en los axonemas desde los protistas 
hasta los mamíferos y sirve como otro de los muchos recorda- 
torios de que todos las células eucariotas vivas evolucionaron de 


(a) 


FIGURA 9-29 Flagelos de células eucariotas. (a) Alga unicelular 
Chlamydomonas reinhardtii. Los dos flagelos se ven verdes después de 
unirse con un anticuerpo fluorescente dirigido contra una proteína 
mayor de membrana flagelar. El color rojo se debe a la autofluores- 
cencia de la clorofila celular. A diferencia de muchos organismos fla- 
gelados, las Chlamydomonas no necesitan sus flagelos para sobrevivir 


genitales, degeneración retiniana, pérdida auditiva y olfatoria, diabetes 
e hipertensión arterial. El hecho de que todas estas alteraciones puedan 
rastrearse hasta anomalías en cuerpos basales y cilios ilustra la impor- 
tancia general de estas estructuras en el desarrollo y el funcionamiento 
de los órganos. Muchos de los genes implicados en estos diversos tras- 
tornos ciliares (“ciliopatías”) fueron identificados en organismos modelo 
como Chlamydomonas o C. elegans, lo cual constituye otro ejemplo de la 
importancia de la investigación básica en organismos no vertebrados 
para mejorar el conocimiento de la enfermedad humana. 


un ancestro común. Todos los microtúbulos del axonema tienen 
la misma polaridad; sus extremos más se hallan en la punta de la 
proyección y los extremos menos, en la base. Cada pareja pe- 
riférica consiste en un microtúbulo completo, el túbulo A y un 
microtúbulo incompleto, el £ú4bulo B; este último alberga 10 u 11 
subunidades en lugar de las 13 usuales. 

La estructura básica del axonema se describió por primera 
vez en 1952; Irene Manton lo hizo en las plantas y Don Fawcett 
y Keith Porter, en células animales. Algunos de los componen- 
tes menos evidentes se hicieron visibles conforme el poder de 
resolución de los microscopios electrónicos mejoró (fig. 9-302). 
Se observó que los túbulos centrales están rodeados por la vaina 
central, que está conectada con los túbulos A de los dobletes pe- 
riféricos mediante un conjunto de estructuras radiales. Las pare- 
jas están conectadas entre sí por un puente entre parejas formado 
por una proteína elástica, la nexina. La observación de un par de 
“brazos” (un brazo interno y un brazo externo), que se proyectan 
del túbulo A (fig. 9-30a) fue muy importante. Un corte longi- 
tudinal, o sea, uno que pasa por el axonema paralelo a su eje 
longitudinal, revela la naturaleza continua de los microtúbulos 
y la naturaleza discontinua de los otros elementos (fig. 9-31a). 

Como se indicó antes, un cilio o flagelo surge de un cuerpo 
basal (fig. 9-32a) de estructura similar al centriolo de la figura 
9-18a. Los túbulos A y B del cuerpo basal se elongan de las pare- 
jas del cilio o del flagelo (fig. 9-324). Si un cilio o flagelo se arran- 


(2) 


y reproducirse, por lo que pueden cultivarse cepas mutantes con va- 
rios tipos de defectos flagelares. (4) El movimiento anterógrado de 
las Chlamydomonas se realiza mediante una onda asimétrica que se 
parece a la brazada de pecho. En la figura 9-34 se muestra un tipo 
diferente de ondas flagelares. (a: CORTESÍA DE RoBERT BLOODGOOD, 
UNIVERSITY OF VIRGINIA.) 
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FIGURA 9-30 Estructura de un axonema ciliar o flagelar. (a) Corte 
transversal del axonema de un espermatozoide. Se observa que las pare- 
jas periféricas consisten en un microtúbulo completo y otro incompleto, 
mientras que los dos microtúbulos centrales son completos. Los brazos 
de dineína se ven como proyecciones “borrosas” de la pared del micro- 
túbulo completo. La estructura molecular de estos brazos se describe 
en una sección posterior. (4) Esquema del axonema de un protista que 
muestra la estructura de las fibras microtubulares, los dos tipos de brazos 
de dineína (brazos externos de tres cabezas y brazos internos de dos ca- 
bezas), los vínculos de nexina entre las parejas, la vaina central que rodea 
los microtúbulos centrales y las espigas radiales que se proyectan de las 
parejas exteriores hacia la vaina central. Se obtuvo una vista más detalla- 
da y compleja de la estructura molecular del axonema con la aplicación 
de tomografía crioelectrónica (sección 18.2); véase PNAS 102;15889, 
2005 y Science 313:944, 2006. (Nota: los cilios y flagelos de los animales 
casi siempre tienen brazos de dineína externos de dos cabezas.) (A: CoR- 
TESÍA DE Lewis G. TiLneY Y K. Fujiwara.) 
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FIGURA 9-31 Vista longitudinal de un axonema. (a) Micrografía elec- 
trónica de un corte longitudinal mediano de una región recta de un cilio. 
Puede verse que estructuras con disposición radial unen la vaina central 
con el microtúbulo A de la pareja. (5) Esquema de un corte longitudinal 
de una pareja flagelar. Las estructuras con disposición radial emergen en 
grupos de tres que se repiten (a intervalos de 96 nm en este caso) a lo 
largo del microtúbulo. Los brazos externos de dineína están espaciados a 
intervalos de 24 nm. (a: TOMADA DE FreD D. WARNER Y PETER SATIR, 
J. CELL BroL. 63:41, 1974; MEDIANTE AUTORIZACIÓN DE DERECHOS RE- 
SERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 
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FIGURA 9-32 Cuerpos basales y axonemas. (a) 
micrografía electrónica de un corte longitudinal a 
través de los cuerpos basales de varios cilios en la 
superficie apical de las células epiteliales del ovi- 
ducto de conejo. Estos cuerpos basales se originan 
de los centriolos que se generan en el citoplasma y migran a sitios deba- 
jo de la membrana plasmática. (4) Esquema de la relación estructural en- 


(b) 


ca de la superficie de una célula viva, un nuevo organelo se rege- 
nera como excrecencia del cuerpo basal. Como sucede con otras 
estructuras microtubulares, el crecimiento de un axonema ocurre 
en los extremos más (externos) de sus microtúbulos. ¿Cómo es 
que una célula organiza y mantiene un sitio de construcción en 
la punta externa del axonema situado a micras del cuerpo de la 
célula donde la síntesis de los materiales de construcción tiene 
lugar? 

Aunque los biólogos han observado los flagelos de células 
vivas durante más de cien años, fue hasta 1993 que los inves- 
tigadores vieron el movimiento de las partículas en el espacio 
entre las parejas periféricas y la membrana plasmática circun- 
dante. Estudios posteriores revelaron un proceso conocido como 
transporte intraflagelar (IFT, intrafiagellar transport), que se 
encarga de ensamblar y mantener estos organelos. El IFT de- 
pende del movimiento microtubular dirigido por la actividad de 
ambos extremos, más y menos (fig. 9-33). La cinesina II mueve 


FIGURA 9-33 Transporte intraflagelar (IFT). Micrografía electrónica 
de un corte longitudinal de un flagelo de Chlamydomonas que muestra 
dos hileras de partículas (limitadas por puntas de flecha) situadas entre 
las parejas externas de microtúbulos y la membrana plasmática flagelar. 
Como se ilustra en el inserto, cada hilera de partículas y su cargamento 
relacionado de proteínas axonémicas se mueven a lo largo del microtú- 
bulo del doblete externo mediante una proteína motora, ya sea dincína 
citoplásmica 1b si se mueven hacia la base del flagelo, o cinesina II si 
las partículas se mueven hacia la punta del flagelo. (MICROGRAFÍA DE 
KerrH G. KOZMINSKI ET AL., J. CELL BroL. 131:1520, 1995, CORTESÍA 
DE JoEL L. ROSENBAUM, MEDIANTE AUTORIZACIÓN DE DERECHOS RE- 
SERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 
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los complejos de materiales de construcción a lo largo de protofi- 
lamentos de las parejas periféricas hasta el sitio de ensamble en la 
punta del axonema en crecimiento. Las moléculas de cinesina II 
(y las proteínas axonémicas recicladas) se transportan de nuevo 
al cuerpo basal por los mismos microtúbulos flagelares median- 
te un mecanismo impulsado por dineína citoplásmica. Estudios 
recientes también implicaron a IFT en el transporte de varias 
moléculas de señalización importantes. Varios de los rasgos ca- 
racterísticos del síndrome de Bardet-Biedl, incluida la obesidad 
y los dedos supernumerarios, pueden rastrearse hasta trastornos 
en el transporte de moléculas de señalización. 


Los brazos de dineína La maquinaria para la locomoción 
ciliar y flagelar se encuentra dentro del axonema. Esto se ilustra 
en el experimento mostrado en la figura 9-34, en la que el axo- 
nema de la cola de un espermatozoide, carente de la membrana 
que lo cubre, aún es capaz de efectuar movimientos sostenidos 
y normales en presencia de Mg?* y ATP agregados. A mayor 
concentración de AT'P, mayor frecuencia de los movimientos de 
estos organelos “reactivados”. 

lan Gibbons de la Harvard University aisló la proteína que 
se encarga de la conversión de la energía química del AT'P en 
energía mecánica de locomoción ciliar en el decenio de 1960. 
Los experimentos de Gibbons brindan un ejemplo elegante de la 
relación entre la estructura y la función en los sistemas biológicos 
y los medios por los que la relación puede revelarse mediante el 
análisis experimental. Gibbons utilizó varias soluciones capaces 
de disolver distintos componentes y realizó la disección quí- 
mica de los cilios del protozoario Tetrahymena (fig. 9-35). En 
el paso 1 se muestra el corte transversal de un cilio intacto. La 
disección comenzó con la solución de la membrana plasmática 
en el detergente digitonina (paso 2). Los axonemas aislados de 
la fracción insoluble se sumergieron en una solución con EDTA, 
un compuesto que se une con iones divalentes y los retira (por 
quelación). Cuando los axonemas tratados con EDTA se exami- 
naron bajo el microscopio electrónico, los túbulos centrales no 
estaban, lo mismo que los brazos que sobresalen de los túbulos A 
(paso 3). De manera simultánea con la pérdida de estas estruc- 
turas, los axonemas insolubles perdieron su capacidad para hi- 


25 um 


FIGURA 9-34 Espermatozoide de erizo marino reactivado con ATP de 
0.2 mM después de quitar la membrana con detergente Triton X-100. 
Esta micrografía de exposición múltiple se obtuvo con cinco destellos de 
luz y muestra el flagelo reactivado en diferentes etapas de su movimien- 
to. (TomADA DE CHARLES J. Brokaw y T. F. Simon1ck, J. CELL BroL. 
75:650, 1997; MEDIANTE AUTORIZACIÓN DE DERECHOS RESERVADOS DE 
LA ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 


drolizar ATP, propiedad que el sobrenadante ganó. La ATP-asa 
encontrada en el sobrenadante era una proteína enorme (de has- 
ta 2 millones de Da) que Gibbons denominó dineína (de las pa- 
labras dyne, que significa fuerza” y proteína). Esta proteína ahora 
se conoce como dineína ciliar (o axonémica) para distinguirla 
de la dineína citoplásmica, una proteína relacionada que partici- 
pa en el transporte de organelos y partículas. Cuando las partes 
insolubles del axonema se mezclaron con la proteína soluble en 
presencia de Mg?*, gran parte de la actividad de la ATP-asa se 
vinculó de nuevo con el material insoluble en la mezcla (paso 4). 
El examen de la fracción insoluble mostró que los brazos habían 
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FIGURA 9-35 Pasos en la disección química de los cilios del proto- 


zoario Tetrahymena. Los pasos numerados se describen en el texto. 


reaparecido en los túbulos A de los axonemas. Gibbons concluyó 
que los brazos vistos en las micrografías eran equivalentes a las 
moléculas de AT'P-asa de dineína recuperadas en la solución con 
EDTA, por lo que eran los brazos los que liberaban la energía 
necesaria para la locomoción. 

En investigaciones posteriores se observó que el tratamien- 
to de axonemas aislados de espermatozoides con solución hiper- 
tónica (0.6 M de NaCl) eliminaba en forma selectiva los brazos 
externos y dejaba los internos en su sitio (paso 5). Cuando se 
agregaba ATP a los axonemas que carecían de los brazos ex- 
ternos, éstos se movían a la mitad de la velocidad del axonema 
intacto, aunque la onda era normal. 

La figura 9-364 muestra una micrografía electrónica de la 
molécula de dineína externa (dineína del brazo externo) del axo- 
nema de Tetrahymena. Esta molécula de dineína consiste en tres 
cadenas pesadas y varias cadenas intermedias y ligeras. Como se 
describe en la página 331, cada cadena pesada de dineína está 
formada por un pie largo, una cabeza con forma de rueda y un 
tallo. La figura 9-364,c presenta micrografías electrónicas de alta 
resolución de cadenas pesadas individuales de dineína de flagelos 
de Chlamydomonas preparados en dos condiciones distintas. Se 
propone que la diferencia en la conformación entre las moléculas 
de estas dos micrografías (mostradas unidas en la figura 9-36d) 
representa la aplicación de energía cinética de la dineína, una 
proteína motora flagelar. En este modelo, la rotación de la cabeza 
mostrada en la figura 9-66, c' sirve como fuerza impulsora básica 
para el movimiento ciliar y flagelar. Para comprender el mecanis- 
mo que permite este tipo de movilidad hay que reconsiderar la 
estructura del axonema. 


El mecanismo de locomoción ciliar y flagelar Como se 
explica más adelante en este capítulo, la contracción del múscu- 
lo se debe al deslizamiento de los filamentos de actina sobre los 
filamentos adyacentes de miosina. La fuerza de deslizamiento se 
genera en los enlaces cruzados semejantes a trinquetes que se en- 
cuentran en la cabeza de la molécula de miosina. Con el sistema 
muscular como modelo se propuso que el movimiento ciliar po- 
día explicarse por el deslizamiento de parejas de microtúbulos ad- 
yacentes entre sí. De acuerdo con esta idea, los brazos de dineína 
mostrados en la figura 9-36 actúan como puentes colgantes que 
generan las fuerzas necesarias para el movimiento ciliar o flagelar. 
La figura 9-37 presenta la secuencia de estos acontecimientos. 
En el axonema intacto, el tallo de cada molécula de dineína 
(con sus cadenas intermedias y ligeras relacionadas) está anclado 
con firmeza a la superficie del túbulo A, con las cabezas globu- 
lares y los pies proyectados hacia el túbulo B de la pareja vecina. 
En el paso 1 de la figura 9-37, los brazos de dineína anclados 
en el túbulo A de la pareja inferior se adhieren a los sitios de 
unión del túbulo B de la pareja superior. En el paso 2, las molé- 
culas de dineína experimentan un cambio en la conformación, o 
aplicación de energía, que ocasiona el deslizamiento de la pareja 
inferior hacia el extremo basal de la pareja superior. Este cambio 
en la conformación de la cadena pesada de dineína se muestra en 
la figura 9-36b-d. En el paso 3 de la figura 9-37, los brazos de 
dineína se desprendieron del túbulo B del doblete superior. En 
el paso 4, los brazos se unieron de nuevo a la pareja superior para 
iniciar un nuevo ciclo (paso 4). (La figura 18-18 presenta una 
micrografía electrónica del corte transversal a través del cilio con 
los brazos de dineína de una pareja unidos a la pareja adyacente.) 
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FIGURA 9-36 Modelo de la estructura y función de la dineína ciliar 


flagelar. (a) Réplica en platino de una molécula de dineína flagelar del 
brazo externo rotatorio sombreado preparada mediante congelamiento 
rápido y grabado profundo para micrografía electrónica. Cada una de 
las tres cadenas pesadas forma una cabeza globular prominente con 
una extensión (tallo) que funciona para unir el brazo de dineína con la 
pareja vecina. A la derecha se muestra un dibujo para su interpretación. 
(b-d) Micrografías de alta resolución (y modelos interpretativos) de la 
cadena pesada de la dineína flagelar antes (4) y después (c) de su golpe de 
poder. Se ve que giró el dominio motor, que consiste en varios módulos 
dispuestos en una rueda, lo que hizo que el extremo del tallo se moviera 
ala izquierda. La imagen que se muestra en d es una composición de una 
molécula que ilustra la posición del tallo antes y después del movimiento 
de poder. Este golpe de poder ocasiona que el microtúbulo unido con el 
tallo se deslice 15 nm hacia la izquierda en relación con el motor. Las 
pruebas de movilidad in vitro sugieren la posibilidad de que la dineína 
sea capaz de “cambiar de velocidad” a fin de dar pasos más cortos pero 
más potentes al mover una carga de masa creciente. (Vota: un modelo 
alternativo de la función de la dineína se explica en Science 322:1647, 
2008.) (a: cortesía DE Jonn E. Heuser Y UrsuLa W. GOODENOUGH; 
B-D: REPRODUCIDAS CON AUTORIZACIÓN DE STAN A. BURGESS ET AL., 
Nature 421:717, 2003; DERECHOS RESERVADOS 2003 POR MACMILLAN 
MacazINEs LIMITED.) 
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FIGURA 9-37 Representación esquemática de las fuerzas que impulsan 
la movilidad ciliar o flagelar. Los pasos se describen en el texto. En la 


figura previa se muestra una representación real del movimiento de poder. 


La nexina es una proteína elástica que conecta los dobletes 
adyacentes (fig. 9-304). Estos puentes de nexina tienen una fun- 
ción importante en el movimiento ciliar y fagelar porque limitan 
la distancia de deslizamiento de los dobletes adyacentes uno so- 
bre otro. La resistencia al deslizamiento que ejercen los puentes 
de nexina hace que el axonema se doble como respuesta a la fuer- 
za de deslizamiento. El deslizamiento de un lado del axonema 
se alterna con el deslizamiento del otro lado, de manera que una 
parte del cilio o flagelo se fexiona primero en una dirección y 
luego en la dirección contraria (fig. 9-38). Para esto es necesario 
que, en un momento determinado, los brazos de dineína de un 
lado del axonema estén activos, en tanto que los del otro lado 
están inactivos. Como resultado de esta diferencia en la actividad 
de la dineína, las parejas del lado interno del doblez (en las partes 
superior e inferior de la figura 9-38) se extienden más allá que las 
del lado contrario del axonema. 

Se acumula evidencia constante en favor de la teoría de mi- 
crotúbulo deslizante y de la función de los brazos de dineína. 
El deslizamiento del microtúbulo en los axonemas flagelares en 
movimiento se observó ya en forma directa, como lo ilustran las 
fotografías de la figura 9-39. En este experimento los axone- 
mas aislados se incubaron con cuentas diminutas de oro que se 
unieron a la superficie externa expuesta de las parejas periféricas. 
Las cuentas sirvieron como marcadores fijos de sitios específicos 
en las parejas. Luego se vigiló la posición relativa de las cuen- 
tas mientras los axonemas se estimularon para moverse con la 


FIGURA 9-38 Mecanismo de microtúbulo deslizante de la movilidad 
ciliar o flagelar. Diagrama esquemático del deslizamiento de micro- 
túbulos vecinos uno sobre el otro. Cuando el cilio está recto, todas las 
parejas externas terminan en el mismo nivel (centro). La flexión del cilio 
ocurre cuando las parejas del lado interno del doblez se deslizan sobre 
las del lado externo (arriba y abajo). En las figuras previas se mostró el 
movimiento de los brazos de dineína causantes del deslizamiento de mi- 
crotúbulos vecinos. (Tomana DE D. Vorr Y J. G. Vorr, BIOCHEMISTRY, 
2ND ED. DERECHOS RESERVADOS © 1995 Jonn WiLeY AND Sons, Inc. 
REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE Jonn WiLeyY & Sons, Inc.) 


adición de ATP. Conforme los axonemas se doblaron a uno y 
otro lado, la distancia entre las cuentas de las distintas parejas 
aumentó y disminuyó en forma alternada (fig. 9-39), como era 
de esperarse si las parejas vecinas se deslizaran de ida y vuelva 
una sobre la otra. 


1. Describir tres funciones de los microtúbulos. 

2. Contrastar las funciones aparentes de la cinesina y la 
dineína citoplásmica en el transporte axónico. 

3. ¿Qué es un centro organizador de microtúbulos 
(MTOC>?? Describir la estructura de tres MTOC 
diferentes y cómo funciona cada uno de ellos. 

4. ¿Qué función desempeña el GTP en el ensamble de los 
microtúbulos? ¿Qué significa el término “inestabilidad 
dinámica”? ¿Qué función cumple en la actividad celular? 

5. Contrastar los movimientos de un flagelo y un cilio. Des- 
cribir el golpe de poder de una cadena pesada de la dineí- 
na. Describir el mecanismo por el que los cilios y los flage- 
los son capaces de efectuar sus movimientos de flexión. 
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FIGURA 9-39 Demostración experimental del deslizamiento de microtú- 
bulos. A algunos espermatozoides de erizos marinos se les quitó la mem- 
brana, se reactivaron con ATP y se fotografiaron mediante la técnica de 
exposición múltiple, como en la figura 9-34. En este experimento se unieron 
cuentas de oro con los dobletes externos de microtúbulos expuestos, donde 
sirvieron como marcadores para sitios específicos a lo largo de distintos do- 


7um 


bletes. Las posiciones relativas de las cuentas se vigilaron conforme el flagelo 
se movía. Como se muestra aquí, las cuentas se alejaron y luego se aproxi- 
maron mientras el flagelo ondulaba, lo que indicó que las parejas se desliza- 
ban adelante y atrás unas sobre otras. (TomADA DE CHARLES J. Brokaw, J. 
CELL BIoL. 114, PORTADA DEL NÚM. 6, 1991, MEDIANTE AUTORIZACIÓN DE 
DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 
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El segundo de los tres principales elementos del citoesqueleto 
que se describe se observó al microscopio electrónico como fi- 
lamentos sólidos, no ramificados con un diámetro de 10 a 12 
nm. Se denominaron filamentos intermedios (IF, intermediate 
filaments). Hasta ahora, los filamentos intermedios sólo se han 
encontrado en células animales. Son fibras fuertes, flexibles, pa- 
recidas a cuerdas que aportan fuerza mecánica a las células so- 
metidas a tensión física, como las neuronas, células musculares 
y las células epiteliales que recubren las cavidades del cuerpo. 
A diferencia de los microfilamentos y microtúbulos, los IF son 
un grupo de estructuras con composición química heterogénea 
que en los humanos están codificados por cerca de 70 genes 
distintos. Las subunidades polipeptídicas de los IF pueden di- 
vidirse en cinco clases principales según el tipo de célula en la 
que se encuentran (cuadro 9-2) y con base en criterios bioquími- 
cos, genéticos e inmunológicos. Esta descripción se limita a las 
clases I-IV, que forman parte de la composición de filamentos 
citoplásmicos y se consideran los IF tipo V (las láminas), que se 
describen como parte del recubrimiento interno del núcleo, en 
la sección 12.1. 

Los IF tienen una disposición radial por todo el citoplas- 
ma de una gran variedad de células animales y a menudo están 
interconectadas con otros filamentos del citoesqueleto mediante 
enlaces cruzados delgados y ralos (fig. 9-40). En muchas célu- 
las, estos puentes cruzados consisten en una proteína dimérica 
alargada llamada plectina, de la cual hay muchas isoformas. Cada 
molécula de plectina tiene un sitio de unión para un filamento 
intermedio en un extremo y, según la isoforma, un sitio de unión 
para otro filamento intermedio, un microfilamento o un micro- 
túbulo en el otro extremo. 

Aunque los polipéptidos del IF tienen diversas secuencias de 
aminoácidos, todos comparten una organización estructural seme- 


jante, lo que les permite formar filamentos de apariencia similar. 
Lo más notable es que los polipéptidos de todos los IF contienen 
un dominio helicoidal a central cilíndrico de longitud semejante 
y secuencia homóloga de aminoácidos. Este largo dominio fibroso 
hace que las subunidades de los filamentos intermedios sean muy 
distintas de las subunidades globulares de la tubulina y la actina 
de los microtúbulos y microfilamentos. El dominio fibroso central 


CUADRO 9-2 Propiedades y distribución de las principales 
proteínas de filamentos intermedios de los 


mamíferos 
Tipo de Distribución tisular 
Proteína IF secuencia principal 
Queratina (ácida) I Epitelios 
(28 polipéptidos 
diferentes) 
Queratina (básica) TI Epitelios 
(26 polipéptidos 
diferentes) 
Vimentina TI Células 
mesenquimáticas 
Desmina TI Músculo 
Proteína fibrilar ácida glial TI Células gliales, 
(GFAP) astrocitos 
Periferina TI Neuronas periféricas 
Proteínas de neurofilamento Neuronas de nervios 
NF-L IV centrales y 
NF-M IV periféricos 
NF-H IV 
Nestina IV Neuroepitelial 
Proteínas de lámina Todos los tipos 
Lámina A NA celulares 
Lámina B NA (Envolturas 
Lámina € V nucleares) 


Existen cuadros más detallados en Trends Biochem Sci, 31:384, 2006; Genes and 
Development 21:1582, 2007 y Trends Cell Biol., 18:29, 2008. 
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intermedio 


FIGURA 9-40 Los elementos del citoesqueleto se conectan entre sí por 
medio de puentes de proteína. Micrografía electrónica de la réplica de 
una pequeña porción del citoesqueleto de un fibroblasto después de la 
eliminación selectiva de filamentos de actina. Los componentes indivi- 
duales se colorearon con técnica digital para ayudar a la visualización. 
Se observa que los filamentos intermedios (azul) están conectados con 
los microtúbulos (rojos) mediante puentes largos y delgados formados 
por la proteína fibrosa plectina (verde). La plectina se localiza mediante 
anticuerpos unidos con partículas de oro coloidal (amarillo). (CorTEsíA 
DE TATYANA SVITKINA Y Gary BorisY.) 


está flanqueado a ambos lados por dominios globulares de tamaño 
y secuencia variables (paso 1, fig. 9-41). Dos de estos polipéptidos 
interactúan en forma espontánea cuando sus cilindros helicoidales 
alfa se envuelven uno alrededor del otro en un rizo para formar 
un dímero parecido a una cuerda de unos 45 nm de largo (paso 
2). Como los dos polipéptidos se alinean paralelos entre sí en la 
misma orientación, el dímero tiene polaridad, con un extremo de- 
finido por el extremo carboxilo de los polipéptidos y el extremo 
contrario por sus extremos amino terminal. 


Ensamble y desensamble de filamentos 
intermedios 


Se cree que el bloque de construcción básico del ensamble de 
IF es un tetrámero cilíndrico formado por dos dímeros que se 
alinean lado a lado en forma escalonada, con sus extremos amino 
y carboxilo en sentidos opuestos (antiparalelos), como se mues- 
tra en la figura 9-41, paso 3. Como los dímeros apuntan en di- 
recciones contrarias, el tetrámero completo carece de polaridad. 
Estudios recientes del autoensamble de los IF in vitro sugiere 
que ocho tetrámeros se relacionan entre sí en disposición lateral 
(lado a lado) para formar un filamento que tiene una unidad de 
largo (alrededor de 60 nm) (paso 4). El crecimiento ulterior del 
polímero se logra cuando estas longitudes unitarias de filamen- 
tos se relacionan entre sí en forma terminoterminal para formar 
el filamento intermedio muy largo (paso 5). Se cree que ninguno 
de estos pasos del ensamble requiere la participación directa de 
ATP o GTP. Puesto que los bloques tetraméricos de construc- 
ción carecen de polaridad, el filamento ensamblado tampoco la 
tiene, otra característica que distingue los IF de otros elementos 
del citoesqueleto. 


NH2 Monómero COOH 
(2) 
NH2 COOH 
NH3 Dímero COOH 
© 
NH) COOH COOH NH3 


NH, COOH 


~60 nm 
Longitud unitaria del filamento 


Era Filamento intermedio 


FIGURA 9-41 Modelo del ensamble y la estructura del filamento inter- 
medio. Cada monómero tiene un par de dominios globulares terminales 
(rojo) separados por una región helicoidal a larga (paso 1). Los pares de 
monómeros se organizan en orientación paralela, con sus extremos ali- 
neados para formar dímeros (paso 2). Según el tipo de filamento inter- 
medio, los dímeros pueden formarse con monómeros idénticos (homo- 
dímeros) o no idénticos (heterodímeros). A su vez los dímeros se orga- 
nizan en forma intercalada antiparalela para formar tetrámeros (paso 3), 
que se consideran la subunidad básica en el ensamble de los filamentos 
intermedios. En el modelo mostrado aquí, ocho tetrámeros se relacionan 
lado a lado para formar una longitud unitaria del filamento intermedio 
(paso 4). Luego se forman los filamentos intermedios muy largos con la 
unión terminoterminal de estas longitudes unitarias (paso 5). 


Los filamentos intermedios tienden a ser menos sensibles 
a los agentes químicos que otros tipos de elementos citoesque- 
léticos y más difíciles de disolver. A causa de su insolubilidad, 
al principio se pensó que los IF eran estructuras permanentes 
e inmutables, por lo que sorprendió encontrar que tienen un 
comportamiento dinámico in vivo. Cuando subunidades mar- 
cadas de queratina se inyectaron en cultivos de células cutáneas, 
se incorporaron con rapidez en los IF existentes. Algo que re- 
sultó sorprendente es que las subunidades no se incorporan en 
los extremos del filamento, como podría esperarse por analogía 
con el ensamble de microtúbulos y microfilamentos, sino que se 
incluyen en el interior del filamento (fig. 9-42). Los resultados 
mostrados en la figura 9-42 podrían reflejar el intercambio de 
longitudes unitarias del filamento (como se muestra en la figura 
9-41, paso 4) directamente a una red ya existente de IF. A dife- 
rencia de los otros dos elementos citoesqueléticos principales, el 
ensamble y desensamble de los IF se controlan sobre todo por 
fosforilación y desfosforilación de las subunidades. Por ejemplo, 


FIGURA 9-42 Demostración experimental del carácter dinámico de los 
filamentos intermedios. Estas fotografías muestran los resultados de 
un experimento en el que se aplicó, mediante microinyección, queratina 
tipo I con biotina marcada a células epiteliales cultivadas y se locali- 
zó 20 min después con técnica de inmunofluorescencia. La fotografía 
a muestra la localización de la queratina marcada con biotina inyectada 
(como lo revelan los anticuerpos contra biotina) que se incorporó en 
los filamentos durante el periodo de 20 min posterior a la inyección. La 
fotografía bh muestra la distribución de los filamentos intermedios en la 
célula, revelada por los anticuerpos contra queratina. El patrón punteado 
de la fluorescencia en 4 indica que las subunidades inyectadas se incor- 
poraron en los filamentos existentes en sitios a todo lo largo, no en sus 
extremos. (Compárese con el experimento similar con tubulina marcada 
que se muestra en la figura 9-26.) La barra representa, 10 um. (Toma- 
DA DE Rita K. MiLLER, Karen VIkSsTROM Y RoBERT D. GOLDMAN, J. 
CELL Bior 113:848, 1991; MEDIANTE AUTORIZACIÓN DE DERECHOS RE- 
SERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 


la fosforilación de los filamentos de vimentina por acción de la 
proteína cinasa A conduce al desensamble. 


Tipos y funciones de los filamentos intermedios 


Los filamentos de queratina constituyen las principales pro- 
teínas estructurales de las células epiteliales (entre ellas células 
epidérmicas, hepatocitos y células acinares pancreáticas). La fi- 
gura 9-434 muestra un esquema de la disposición espacial de 
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los filamentos de queratina de una célula epitelial generalizada 
y la figura 9-43% presenta la disposición real dentro de un par 
de células epidérmicas cultivadas. Los IF que contienen que- 
ratina tienen disposición radial a través del citoplasma, fijan la 
envoltura nuclear en el centro de la célula y en el borde externo 
de la célula mediante conexiones con las placas citoplásmicas de 
desmosomas y hemidesmosomas (págs. 251 y 244). La figura 
9-43a también muestra las interconexiones entre los IF y los 
microtúbulos y microfilamentos de la célula, lo que transforma 
a estos elementos por lo demás separados en un citoesqueleto 
integrado. Por estas conexiones físicas variadas, la red de IF es 
capaz de funcionar como un andamiaje para la organización y 
mantenimiento de la estructura celular y para absorber la tensión 
mecánica aplicada al ambiente extracelular. 

El citoplasma de las neuronas contiene haces laxos de fila- 
mentos intermedios cuyo eje longitudinal se orienta en parale- 
lo con el del axón de la célula nerviosa (véase fig. 9-134). Estos 
IE, o neurofilamentos, como se les conoce, están formados por 
tres proteínas distintas: NF-L, NF-H y NF-M, todas del tipo 
del grupo IV del cuadro 9-2. A diferencia de los polipéptidos 
de otros filamentos intermedios, NF-H y NF-M tienen brazos 
laterales que se proyectan fuera del neurofilamento. Se piensa 
que estos brazos laterales mantienen el espacio apropiado entre 
los neurofilamentos paralelos del axón (véase fig. 9-134). En las 
etapas iniciales de diferenciación, cuando el axón crece hacia una 
célula blanco, contiene muy pocos neurofilamentos pero grandes 
cantidades de microtúbulos de soporte. Una vez que la célula ner- 
viosa se extendió por completo, se llena con neurofilamentos que 
le brindan soporte mientras el diámetro del axón crece en for- 
ma notable. La agregación de NF se observa en varios trastornos 
neurodegenerativos del ser humano, como ALS y enfermedad de 
Parkinson. Estos agregados de NF pueden bloquear el transporte 
axónico, lo que ocasiona la muerte de las neuronas afectadas. 

Los esfuerzos para valorar la función de los IF dependen en 
gran medida de estudios en ratones con modificaciones genéticas 
que no producen un polipéptido particular del IF (deleción géni- 
ca) o que sintetizan un polipéptido de IF alterado. Tales estudios 
revelaron la importancia de los filamentos intermedios en tipos 
particulares de células. Por ejemplo, los ratones con deleciones en 
el gen que codifican para K14, un tipo de polipéptido de queratina 
que suele sintetizarse en células de la capa basal de la epidermis, 
tienen problemas graves de salud. Estos ratones son tan sensibles 
a la presión mecánica que aun un traumatismo leve, como el que 
ocurre durante el paso por el canal del parto o durante el ama- 
mantamiento del recién nacido, puede causar la formación de ve- 
sículas graves en la piel o la lengua. Este fenotipo se parece mucho 
a una rara enfermedad ampollar de la piel en los seres humanos, la 
epidermólisis ampollosa simple (EBS, epidermolysis bullosa simplex).? 
El análisis posterior de pacientes con esta enfermedad mostró que 
tienen mutaciones en el gen que codifica el polipéptido homólogo 
K14 (o el polipéptido K5, que forma dímeros con K14). Estos 
estudios confirman la participación de los IF en la impartición de 
fuerza mecánica a las células de las capas epiteliales. Del mismo 
modo los ratones con deleciones génicas que no producen el po- 
lipéptido desmina muestran alteraciones graves en el músculo es- 


¿Como se mencionó en el capítulo 7, algunos tipos similares de enfermedades 
ampollares pueden deberse a defectos en las proteínas del hemidesmosoma, que 
une la capa basal de la epidermis con la membrana basal. 
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FIGURA 9-43 La organización de los filamentos intermedios en una célula epitelial. (4) En este es- 
quema se ve que los IF irradian por toda la célula, se fijan tanto en la superficie externa del núcleo como 
en la superficie interna de la membrana plasmática. Las conexiones con el núcleo se hacen mediante 
proteínas que cruzan tanto la membrana de la envoltura nuclear como la membrana plasmática me- 
diante sitios especializados de adhesión, como los desmosomas y hemidesmosomas. También se observa 
que los IF están interconectados con otros tipos de fibras del citoesqueleto. Las conexiones con los 
microtúbulos y microfilamentos se hacen sobre todo a través de miembros de la familia de proteínas 
plaquina, como la molécula dimérica de plectina que se muestra en la figura 9-40. (b) Distribución de 
los filamentos intermedios que contienen queratina en células cutáneas cultivadas (queratinocitos). Se 
ve que los filamentos forman una red parecida a una jaula alrededor del núcleo y también se extienden 
a la periferia celular. (A: REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN A PARTIR DE H. HERRMANN ET AL., NATURE 
Revs. Mot. CELL Bior. 8:564, 2007; O CoryrIGHT 2007, MacmILLAN MAGAZINES LTD.; B: TOMADA 
DE PIERRE A. CouLomBE Y M. Bisór OmarY, Curr. Orin. CELL Bior., 14:111, 2002.) 


triado y cardiaco. La desmina desempeña una función estructural 
clave para mantener la alineación de las miofibrillas de una célula 
muscular y la ausencia de estos IF torna muy frágiles las células. 
Una enfermedad humana hereditaria, la miopatía relacionada con 


desmina, se debe a mutaciones en el gen que codifica esta proteína. 
Las personas con este trastorno sufren debilidad muscular esque- 
lética, arritmias cardiacas y por último insuficiencia cardiaca con- 
gestiva. No todos los polipéptidos de los IF cumplen funciones 


tan esenciales. Por ejemplo, los ratones que carecen del gen para 
vimentina, que se expresa en los fibroblastos, macrófagos y leu- 
cocitos, muestran anomalías relativamente menores, aunque las 
células afectadas carecen de IF citoplásmicos. En estos estudios 
queda en evidencia que los IF tienen funciones específicas por 
tejidos, más importantes en unas células que en otras. 


1. Mencione algunos ejemplos que refuercen la idea de 
que los filamentos intermedios son importantes en 
particular en funciones hísticas específicas, más que en 
actividades básicas que todas las células realizan. 

2. Mencione las similitudes y las diferencias entre el 
ensamble de microtúbulos y el de filamentos intermedios. 


9.5 MICROFILAMENTOS 


Las células poseen una notable capacidad para moverse. Las célu- 
las de la cresta neural de un embrión vertebrado salen del sistema 
nervioso en desarrollo y migran por todo lo ancho del embrión para 
formar productos tan diversos como las células pigmentarias de la 
piel, los dientes y el cartílago de las mandíbulas (véase fig. 7-11). 
Legiones de leucocitos patrullan los tejidos del cuerpo en busca 
de detritos y microorganismos. Ciertas partes de las células tam- 
bién pueden moverse; las amplias proyecciones de las células 
epiteliales en el borde de una herida actúan como dispositivos 
móviles que tiran de la hoja de células para cubrir el área dañada 
y sellar la herida. De igual manera el borde activo de un axón en 
crecimiento emite procesos microscópicos que exploran el sustra- 
to y guían la célula hacia la célula con la que harán sinapsis. Todos 
estos ejemplos de motilidad comparten al menos un componente: 
todos dependen de microfilamentos, el tercer tipo principal de 
elemento citoesquelético. Los microfilamentos también partici- 
pan en procesos de motilidad intracelular, como el movimiento de 
vesículas, fagocitosis y citocinesis. De hecho, las células vegetales 
dependen sobre todo de los microfilamentos, en lugar de los mi- 
crotúbulos, para el transporte a grandes distancias de las vesículas 
citoplásmicas y organelos. Esta tendencia hacia la movilidad ba- 
sada en microfilamentos refleja la distribución bastante limitada 
de los microtúbulos en muchas células vegetales (véase fig. 9-12). 
Los microfilamentos miden alrededor de 8 nm de diámetro 
y se componen de subunidades globulares de la proteína actina. 
En presencia de ATP, los monómeros de actina se polimerizan 
para formar un filamento helicoidal flexible. Como resultado de 
esta organización en subunidades (fig. 9-44a), un filamento de ac- 
tina es en esencia una estructura con dos hendiduras helicoidales 
que recorren toda su longitud (fig. 9-444). Los términos “fila- 
mento de actina”, “actina-F” y “microfilamento” son sinónimos 
para este tipo de filamento. Como cada subunidad de actina tiene 
polaridad y todas las subunidades de un filamento de actina se 
orientan en la misma dirección, todo el microfilamento tiene po- 
laridad. Por consiguiente, los dos extremos de un filamento de ac- 
tina tienen distintas estructuras y propiedades dinámicas. Según 
el tipo de célula y la actividad en la que participa, los filamentos 
de actina pueden organizarse en conjuntos muy ordenados, en 
redes laxas y poco definidas o en haces anclados con firmeza. 
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100 nm 


(a) (b) 
FIGURA 9-44 Estructura de un filamento de actina. (a) Modelo de un 


filamento de actina. Las subunidades de actina se representan en tres 
colores para distinguir con más facilidad las subunidades consecutivas. 
Los subdominios en una de las subunidades de actina se marcaron como 
1,2,3 y 4 y la hendidura para unión de ATP es evidente en cada uni- 
dad. Los filamentos de actina tienen polaridad, que se evidencia por un 
extremo más y uno menos. La hendidura de unión con actina (en la 
subunidad roja superior) se encuentra en el extremo menos del filamen- 
to. (4) Micrografía electrónica de una réplica de un filamento de actina 
que muestra su estructura helicoidal doble. (A: TOMADA DE MICHAEL F. 
SCHMID ET AL. CORTESÍA DE Wan Chu, J. CELL BroL. 124:346, 1994; 
MEDIANTE AUTORIZACIÓN DE DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKE- 
FELLER UNIVERSITY PRESS; B: TOMADA DE RoBErRT H. Durur, Jr. Y 
RoserT V. Rice, J. Mot. BroL. 12:302, 1965. DERECHOS RESERVADOS 
1965, CON AUTORIZACIÓN DEL EDITOR, ACADEMIC Press.) 


Es posible identificar con seguridad los filamentos de acti- 
na en una célula determinada con una prueba citoquímica que 
aproveche el hecho de que los filamentos de actina interactúan 
en forma muy específica con la proteína miosina, sin importar el 
sitio de origen de la actina. Para facilitar la interacción, la mio- 
sina purificada (obtenida de tejido muscular) se divide en frag- 
mentos mediante la acción de una enzima proteolítica. Uno de 
estos fragmentos, llamado S1 (véase fig. 9-49), se une con las 
moléculas de actina a todo lo largo del microfilamento. Además 
de identificar los filamentos como actina, los fragmentos unidos 
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de S1 revelan la polaridad del filamento. Cuando los fragmentos 
S1 se unen, un extremo del microfilamento se ve afilado como la 
punta de una flecha, mientras que el otro se observa barbado. La 
figura 9-45 presenta un ejemplo de esta “decoración” en punta 
de flecha en las microvellosidades de las células epiteliales intes- 
tinales. La orientación de las puntas de flecha formadas por el 
complejo S1-actina brinda información respecto a la dirección 
en la que es probable que los microfilamentos se muevan por 
medio de una proteína motora miosina. La actina también puede 
localizarse con el microscopio óptico si se utiliza faloidina con 
marca fluorescente (fig. 9-75a), que se une con los filamentos de 
actina o con anticuerpos fluorescentes contra actina. 

La actina se identificó hace más de 50 años como una de 
las principales proteínas contráctiles de las células musculares. 
Desde entonces, se ha identificado como una proteína principal 


200 nm 


FIGURA 9-45 Determinación de la localización y la polaridad de los 
filamentos de actina mediante el uso de la subunidad S1 de miosina. 
Micrografía electrónica de una réplica que muestra los haces de micro- 
filamentos en el centro de las microvellosidades de una célula epitelial 
intestinal. La célula se fijó, se trató con fragmentos S1 de miosina, se 
congeló, fracturó y grabó para exponer los componentes de los filamen- 
tos del citoplasma. Los filamentos intermedios (1F) de la parte inferior 
de la micrografía no contienen actina, por lo que no se unen con los 
fragmentos S1 de miosina. Estos filamentos intermedios se originan en 
los desmosomas de las superficies laterales de la célula. (Tomana DE N. 
Hirokawa, L. G. TiLneY, K. Fujiwara Y J. E. Heuser, J. CeLL BroL 
94:430, 1982; MEDIANTE AUTORIZACIÓN DE DERECHOS RESERVADOS DE 
LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 


en todos los tipos de células eucariotas que se haya examinado. 
Las especies vegetales superiores y animales tienen varios genes 
codificadores de actina cuyos productos codificados se especia- 
lizan en distintos tipos de procesos motrices. Las actinas se han 
conservado en forma notable a lo largo de la evolución de las 
células eucariotas. Por ejemplo, las secuencias de aminoácidos 
de las moléculas de actina de una levadura y de una célula de 
músculo estriado de conejo son idénticas en 88%. De hecho las 
moléculas de actina de distintas fuentes pueden polimerizarse 
juntas para formar filamentos híbridos. 


Ensamble y desensamble de microfilamentos 


Antes de incorporarse en un microfilamento, un monómero de 
actina se une con una molécula de ATP. La actina es una ATP- 
asa, tal como la tubulina es una GT'P-asa, y la función del ATP 
en el ensamble de la actina es similar al del GTP en el armado de 
un microtúbulo (pág. 336). El ATP unido con un monómero 
de actina se hidroliza en ADP en algún momento después de su 
incorporación en el filamento de actina en crecimiento. Por tanto 
la mayor parte del filamento de actina consiste en subunidades 
ADP-actina. 

La polimerización de la actina es fácil de demostrar in 
vitro en soluciones que contienen monómeros de AT'P-actina. 
Como en el caso de los microtúbulos, la etapa inicial en la for- 
mación de filamentos (o sea, la nucleación) es lenta, en tanto que 
la etapa posterior de elongación del mismo es mucho más rápida. 
La etapa de nucleación de la formación de un filamento puede 
evitarse si se incluyen filamentos de actina ya formados en la 
mezcla de reacción. Cuando los filamentos de actina ya formados 
se incuban con una concentración alta de monómeros de acti- 
na marcados con ATP, ambos extremos del microfilamento se 
marcan, pero uno tiene mayor afinidad por los monómeros y los 
incorpora a una velocidad casi 10 veces mayor que el otro extre- 
mo. La decoración con el fragmento S1 de miosina revela que el 
extremo barbado (o más) del microfilamento es el que crece con 
mayor rapidez, mientras que el extremo afilado (o menos) es la 
punta de crecimiento lento (fig. 9-46a). 

La figura 9-46% ilustra cómo los fenómenos que ocurren 
durante el ensamble y el desensamble de actina in vitro depen- 
den de la concentración de monómeros de actina. Supóngase 
que se comienza con la adición de filamentos preformados de 
actina (semillas) a una solución de actina en presencia de ATP 
(paso 1). En tanto la concentración de monómeros ATP-actina 
permanezca alta, continuará la adición de subunidades en am- 
bos extremos del filamento (fig. 9-460, paso 2). Conforme los 
monómeros en la mezcla de reacción se consumen mediante la 
adición a los extremos de los filamentos, la concentración de los 
monómeros AT'P-actina libres continúa en descenso hasta llegar 
a un punto en que la adición de monómeros continúa en el ex- 
tremo más, que tiene mayor afinidad por AT'P-actina, pero cesa 
en el extremo menos, cuya afinidad por ATP-actina es menor 
(paso 3). La concentración de monómeros libres se reduce aún 
más conforme la elongación del filamento continúa. En este mo- 
mento aún se agregan monómeros en el extremo más de los fila- 
mentos, pero hay una pérdida neta de subunidades en el extremo 
menos. Cuando la concentración de monómeros disminuye más, 
se alcanza un punto en el que las dos reacciones en los extre- 
mos opuestos de los filamentos se equilibran, de manera que la 


(a) 0.2 um 


FIGURA 9-46 Ensamble de actina in vitro. (a) Micrografía electrónica de 
un filamento corto de actina que se marcó con miosina S1 y luego se usó 
para formar el núcleo en la polimerización de la actina. La adición de sub- 
unidades de actina ocurre con mucha mayor rapidez en el extremo barbado 
(más) que en el extremo afilado (menos) del filamento preexistente. (4) Es- 
quema de la cinética del ensamble de un filamento de actina in vitro. Todas 
las subunidades naranja son parte de la semilla original, las subunidades 


concentración de monómeros libres permanece constante (paso 
4). Este tipo de equilibrio entre dos actividades contrarias es un 
ejemplo de estado estable (pág. 92) y ocurre cuando la concentra- 
ción de ATP-actina es cercana a 0.3 pM. Como las subunidades 
se agregan en los extremos positivos y se eliminan de los extre- 
mos negativos de cada filamento en estado estable, la posición 
relativa de las subunidades individuales en cada filamento está 
en constante movimiento, un proceso que se conoce como “noria” 
(pasos 4-5). Los estudios en células vivas que contienen subuni- 
dades de actina con marca fluorescente apoyan la ocurrencia del 
efecto de noria in vivo (véase fig. 9-54c). 

Las células mantienen un equilibrio dinámico entre las for- 
mas monoméricas y poliméricas de la actina, tal como lo hacen 
con los microtúbulos. Como se explica en la página 365, la ve- 
locidad de ensamble y desensamble de los filamentos de actina 
en la célula depende de varias proteínas “accesorias” diferentes. 
Los cambios en las condiciones locales en una región particu- 
lar de la célula pueden desviar el equilibrio hacia el ensamble o 
el desensamble de los microfilamentos. Con el control de este 
equilibrio, la célula puede reorganizar su citoesqueleto de mi- 
crofilamentos. Tal reorganización es necesaria para los procesos 
dinámicos como la locomoción celular, los cambios en la forma 
celular y la citocinesis. 

Como se mencionó antes, los filamentos de actina participan 
en casi todos los procesos motrices de la célula. La participación 
de estos filamentos es fácil de demostrar si las células se tratan 
con alguno de los fármacos siguientes que interrumpen las activi- 
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rojas estaban presentes en solución al principio de la incubación. Los pasos 
se describen en el texto. Una vez que la concentración del estado estable 
de monómeros se alcanza, las subunidades se agregan al extremo más con 
la misma velocidad que se liberan del extremo menos. Como resultado las 
subunidades se mueven como una rueda de noria por el filamento in vitro. 
Nota: no se intentó distinguir las subunidades con un ATP de las que se 
unen con ADP (a: corTEsÍA DE M. S. Runce Y T. D. PoLLARD.) 


dades basadas en la dinámica de los microfilamentos: citocalasina, 
obtenida de un moho y que se une con los extremos más de los 
filamentos de actina, lo que permite la despolimerización en el 
extremo menos; faloidina, obtenida de un hongo venenoso y que 
se une con los filamentos intactos de actina para impedir su re- 
cambio y la trunculina, obtenida de una esponja y que se une con 
los monómeros libres para bloquear su incorporación en el polí- 
mero. Los procesos mediados por microfilamentos se detienen 


10 um 


FIGURA 9-47 Efecto de la citocalasina en las estructuras que contienen 
filamentos de actina. Un par de células mesenquimáticas con procesos 
filamentosos finos (filopodios) después de 30 s (a) y de 5 min (5) de expo- 
sición a citocalasina D. El fármaco ocasiona la disolución de los procesos 
celulares, que se componen sobre todo de filamentos de actina. (TomaDA 
DE GERALD Kar? Y MicHaEL SoLursH, Dev. Bior. 112:281, 1985.) 
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pronto cuando alguno de estos compuestos ingresa a la célula. La 
figura 9-47 muestra el efecto de la citocalasina D en los procesos 
motrices muy finos (/1lopodos) de las células de erizo marino. 


Miosina: el motor molecular 
de los filamentos de actina 


Ya se examinaron la estructura y las acciones de los motores mo- 
leculares, cinesina y dineína, que operan en sentidos opuestos so- 
bre rieles de microtúbulos. Hasta ahora todos los motores cono- 
cidos que funcionan con los filamentos de actina son miembros 
de la superfamilia de la miosina. Las miosinas (con la notable 
excepción de la miosina IV, que se analiza más adelante) se mue- 
ven hacia el extremo más de un filamento de actina. 

La miosina se aisló por primera vez del músculo estriado 
de los mamíferos y luego de diversas células eucariotas, inclusive 
protistas, plantas, células extramusculares de animales y tejidos 
musculares cardiaco y liso de los vertebrados. Todas las miosinas 
comparten un dominio motor característico (cabeza). La cabeza 
contiene un sitio que se une con un filamento de actina y uno 
que se une con el ATP y lo hidroliza para impulsar el motor de 
miosina. Aunque los dominios de cabeza de varias miosinas son 
similares, los dominios de la cola son muy diversos. Las mio- 
sinas también contienen varias cadenas de bajo peso molecular 
(ligeras). Las miosinas suelen dividirse en dos grandes grupos, las 
miosinas convencionales (o tipo II) que se identificaron por pri- 
mera vez en el tejido muscular y las miosinas no convencionales. 
Las miosinas no convencionales se dividen con base en la se- 
cuencia de aminoácidos por lo menos en 17 tipos distintos (tipos 
I y II a XVIII). Algunas de estas clases se expresan de manera 
nativa en las células eucariotas, mientras que otras son limitadas. 
Por ejemplo, la miosina X sólo se encuentra en vertebrados y las 
miosinas VIII y XI sólo están presentes en plantas. Los humanos 
tienen cerca de 40 miosinas distintas de por lo menos 11 clases y 
se supone que cada una tiene una o más funciones especializadas. 
Las más conocidas de las diversas miosinas son las de tipo II. 


Miosinas convencionales (tipo II) Las proteínas de clase 
miosina II son los principales motores para contracción mus- 
cular y también se encuentran en diversas células extramuscula- 
res. El genoma humano codifica 16 cadenas pesadas distintas de 
miosina II, tres de las cuales funcionan en células no musculares. 
Entre sus actividades no musculares, las miosinas tipo II son ne- 
cesarias para separar a la célula en dos durante la división celular, 
generan tensión en las adhesiones focales, migración celular y 
el comportamiento giratorio de los conos de crecimiento (fig. 
9-76). La figura 9-48 ilustra el efecto de la inhibición de la ac- 
tividad de la miosina II en un cono de crecimiento en avance. 
La figura 9-49a muestra una micrografía electrónica de un 
par de moléculas de miosina II. Cada molécula está formada por 
seis cadenas polipeptídicas (un par de cadenas pesadas y dos pares 
de cadenas ligeras), que se organizan de tal forma que producen 
una proteína muy asimétrica (fig. 9-49a). El examen de la molécu- 
la de la figura 9-49 muestra que consiste en: 1) un par de cabezas 
globulares que contienen el sitio catalítico de la molécula; 2) un 
par de cuellos, cada uno formado por una sola hélice alfa continua 
y dos cadenas ligeras unidas y 3) una sola cola cilíndrica formada 
por secciones helicoidales a largas de las dos cadenas pesadas. 
Las cabezas de miosina aisladas (fragmentos S1 de la figura 
9-49b) que se inmovilizaron en la superficie de un cubreobjetos 


(2) 


FIGURA 9-48 Demostración experimental de una función de la miosi- 
na II en el movimiento direccional de conos de crecimiento. (a) Mi- 
crografía de fluorescencia que muestra prolongaciones finas (neuritas) 
que crecen a partir de un fragmento microscópico de tejido nervioso 
embrionario de ratón. Las neuritas (teñidas de verde) crecen desde un 
cubreobjetos de vidrio cubierto con tiras de laminina (teñidas de rojo). 
La laminina es un componente común de la matriz extracelular (pág. 
237). La punta de cada prolongación nerviosa contiene un cono de cre- 
cimiento móvil. Cuando los conos de crecimiento llegan al borde de la 
tira de laminina (indicado por la línea con puntas de flecha), se vuelven 
abruptamente y siguen creciendo sobre la superficie cubierta de lamini- 
na. La barra representa 500 um. (5) El tejido para esta micrografía se 
obtuvo de un embrión de ratón que carecía de miosina IIB. Los conos 
de crecimiento ya no viran al llegar al borde de la superficie cubierta de 
laminina, lo cual hace que las neuritas crezcan incluso en la superficie 
desprovista de laminina (negro). (REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE 
STEPHEN G. Turney AND Paur C. BrIDGMAN, NATURE Neurosci. 
8:717, 2005; © CorYr1GHT 2005, MacmILLAN MAGAZINES Lro.) 


de vidrio son capaces de deslizar los filamentos de actina unidos 
en una prueba in vitro como la que se muestra en la figura 9-50. 
Por tanto toda la maquinaria necesaria para la actividad motriz 
está contenida en una sola cabeza. El mecanismo de acción de la 
cabeza de miosina y la participación clave del cuello se explican 
en la página 362. La porción fibrosa de la cola de una molécula 
de miosina II tiene una función estructural, que permite que la 
proteína forme filamentos. Las moléculas de miosina II se en- 
samblan de tal modo que los extremos de las colas apuntan hacia 
el centro del filamento y las cabezas globulares señalan al lado 
contrario del centro (figs. 9-51 y 9-57). Como resultado el fila- 
mento se describe como bipolar, lo que indica una inversión de 
la polaridad en el centro del filamento. Puesto que son bipolares, 
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(a) 20 nm 


FIGURA 9-49 Estructura de una molécula de miosina II. (4) Microgra- 
fía electrónica de moléculas de miosina con tinción negativa. Se obser- 
van con claridad las dos cabezas y la cola de cada molécula. (b) Dibujo 
muy esquemático de una molécula de miosina II (masa molecular de 
520000 Da). La molécula consiste en un par de cadenas pesadas (azul) y 
dos pares de cadenas ligeras, que se nombran como se indica. El par de 
cadenas pesadas se compone de una cola cilíndrica en la que porciones 
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FIGURA 9-50 Prueba de motilidad in vitro parala miosina. (a) Esquema 
en el que las cabezas de miosina están unidas al cubreobjetos cubierto con 
silicón, que luego se incuba con una preparación de filamentos de actina. 
(0) Resultados del experimento mostrado en a. Se tomaron dos imágenes 
de video con 1.5 s de diferencia y se fotografiaron como una doble expo- 
sición en el mismo cuadro de película. Las líneas punteadas con puntas 
de flecha muestran el movimiento deslizante de los filamentos de actina 
sobre las cabezas de miosina durante el breve periodo entre las exposicio- 
nes. (Tomana DE T. YanacIDAa, Apv. Bropuysics 26:82, 1990.) 


las cabezas de miosina en los extremos opuestos de un filamen- 
to de miosina tienen la capacidad de tirar de los filamentos de 
actina para aproximarlos, como ocurre en una célula muscular. 
Como se describe en la siguiente sección, los filamentos de mio- 
sina II que se ensamblan en las células de músculo estriado son 
componentes muy estables del aparato contráctil. Sin embargo, 
los filamentos de miosina II más pequeños que se forman en la 
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de las dos cadenas polipeptídicas se envuelven una sobre la otra para 
formar un rizo helicoidal y un par de cabezas globulares. Cuando se trata 
con una proteasa bajo condiciones ligeras, la molécula se divide al nivel 
de la unión entre el cuello y la cola, con lo que se genera el fragmento 
S1. (a: TOMADA DE S. A. Burcess, M. L. Warken, H. D. Whrre y J. 
Tkrinick, J. CELL Bior. 139:676, 1997; MEDIANTE AUTORIZACIÓN DE 
DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 


(b) 
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FIGURA 9-51 Estructura de un filamento bipolar de 
miosina II. (a) Diagrama esquemático de la disposi- 
ción intercalada de las moléculas individuales de mio- 
sina en un filamento de miosina II. (5) Micrografía 
electrónica de un filamento bipolar de miosina forma- 
do in vitro. Las cabezas del filamento que se ven en 
ambos extremos, dejan una sección lisa en el centro del 
filamento. (B: CORTESÍA DE Huen HuxLeY.) 


(a) 


FIGURA 9-52 Miosina V, una miosina no convencional de dos cabezas 
que participa en el transporte de organelos. (a) Esta serie de micrografías 
electrónicas con tinción negativa muestra moléculas individuales de miosina 
V que se atraparon en distintas etapas de su ciclo mecánico mientras cada 
una de ellas “camina” por el filamento de actina. La flecha circular muestra la 
secuencia de una molécula que podría moverse de izquierda a derecha junto 
con el filamento de actina hacia su extremo barbado (más). La micrografía 
de la parte central inferior muestra una etapa del ciclo en la que ambas 


mayor parte de las células extramusculares a menudo muestran 
una construcción transitoria, se ensamblan cuando y donde se 
necesitan para desarmarse después de actuar. 


Miosinas no convencionales En 1973 Thomas Pollard y 
Edward Korn de los National Institutes of Health describieron 
una proteína única similar a la miosina que extrajeron del pro- 
tista Acanthamoeba. A diferencia de la miosina muscular, esta 
miosina no convencional más pequeña era incapaz de ensamblar 
filamentos in vitro. La proteína recibió el nombre de miosina I 
y su localización en las microvellosidades se muestra en la figura 
9-66. A pesar de un estudio considerable, la función exacta de la 
miosina I en las actividades celulares aún se desconoce. 

Los pasos de otro tipo de miosina no convencional, la mio- 
sina V, se muestran en una serie de micrografías electrónicas que 
capturan la molécula en varias etapas de su ciclo mecánico (fig. 
9-52a). La miosina V es una miosina de dos cabezas que se mue- 
ve en forma progresiva sobre los filamentos de actina. Se cree 
que esta característica progresiva se debe a la gran afinidad de 
las cabezas de miosina por el filamento de actina, lo que asegura 
que cada cabeza permanezca unida al filamento hasta que la se- 
gunda cabeza se una de nuevo (como se muestra en la fotografía 
inferior de la figura 9-52). La miosina V también es notable por 
su cuello, que con 23 nm de largo mide tres veces más que el de 
la miosina II. Gracias a su cuello largo, la miosina V puede dar 
pasos muy grandes. Esto es muy importante para una proteína 
motora que se mueve en forma progresiva sobre un filamento de 
actina formado por cadenas de subunidades helicoidales. La hélice 
de actina se repite cada 13 subunidades (36 nm), justo el tamaño 
del paso de una molécula de miosina V (fig. 9-524). Estos y otros 
estudios subsiguientes de los movimientos de moléculas indivi- 
duales de miosina V sugieren que este motor camina a lo largo 
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cabezas están unidas al filamento de actina con un espacio aproximado de 
36 nm, lo que equivale a la repetición helicoidal del filamento. (4) Dibujo 
esquemático de una molécula de miosina en la etapa equivalente a la micro- 
grafía central inferior de la parte a. Rab27 y una melanofilina sirven como 
adaptadores que unen la cola globular del motor a la membrana de la ve- 
sícula. (A: TOMADA DE MATTHEW L. WALKER ET AL. CORTESÍA DE PETER 
J. KNIGHT. REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE NATURE 405:804, 2000. 
© DERECHOS RESERVADOS 2000; MacmILLAN MAGazINEs LIMITED.) 
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FIGURA 9-53 Las funciones contrastantes de los motores con base en 
el microtúbulo y el microfilamento en el transporte de organelos. Se 
cree que la mayor parte del transporte de organelos está mediado por 
miembros de las familias de la cinesina y la dineína, que trasladan su 
cargamento a distancias hasta cierto punto grandes. Al parecer algunas 
vesículas también llevan motores de miosina, como la miosina Va, que 
transporta su cargamento sobre microfilamentos, entre ellos los que se 
encuentran en las regiones periféricas (cortical) de la célula. Los dos tipos 
de motores pueden actuar en forma cooperativa como se ilustra aquí en 
el caso de una célula pigmentaria en la que los gránulos de pigmento se 
mueven atrás y adelante en procesos celulares prolongados. (TOMADA DE 
X. Wu ET AL., J. CELL BroL. 143:1915, 1998; MEDIANTE AUTORIZACIÓN 
DE DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 


de un filamento de actina mediante un modelo de “mano sobre 
mano”, similar de alguna manera al mostrado en la figura 9-15% 
para la cinesina. Para lograr este tipo de movimiento, cada cabeza 
de miosina debe moverse una distancia de 72 nm, dos veces la 
distancia entre dos sitios de unión sucesivos en el filamento de 
actina (fig. 9-52b). Como resultado de estos pasos gigantes, la 
miosina V puede caminar sobre el filamento en línea recta, aun- 
que la “carretera” subyacente gire 360° entre sus “pies”. 

Varias miosinas no convencionales (entre ellas las miosinas 
I, V y VI) se relacionan con diversos tipos de vesículas citoplás- 
micas y organelos. Algunas vesículas contienen motores basados 
en microtúbulos (cinesinas o dineína citoplásmica, o ambas) y 
motores basados en microfilamentos (miosinas no convenciona- 
les); de hecho los dos tipos de motores pueden vincularse física- 
mente entre sí. El movimiento de las vesículas y otros portadores 
membranosos a largas distancias dentro de células animales ocu- 
rre sobre los microtúbulos, como se describió antes. Sin embargo, 
una vez que se aproximan al extremo del microtúbulo, se cree que 
estas vesículas membranosas a menudo se cambian a los rieles de 
microfilamentos para efectuar el movimiento local en la periferia 
celular rica en actina (fig. 9-53). 

La cooperación entre microtúbulos y microfilamentos está 
mejor estudiada en las células pigmentarias (fig. 9-53). En los 
mamíferos, los gránulos de pigmento (melanosomas) se trans- 
portan hacia procesos periféricos finos de la célula pigmentaria 
mediante una de las isoformas de la miosina V llamada Va. Luego 
los melanosomas se transfieren a los folículos pilosos donde se 
incorporan en un pelo en desarrollo. Los ratones que carecen de 
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actividad de miosina Va son incapaces de transferir melanoso- 
mas a los folículos pilosos, lo que determina que su pelaje tenga 
un color mucho más claro. Los seres humanos que no poseen un 
gen normal que codifica la miosina Va sufren un raro trastorno 
denominado síndrome de Griscelli; estas personas tienen albinis- 
mo parcial (falta de coloración en la piel) y sufren otros síntomas 
que se consideran relacionados con los defectos en el transporte 
de vesículas. En el año 2000 se descubrió que un subgrupo de 
pacientes con síndrome de Griscelli tenía un gen normal para 
miosina Va, pero carecían de un gen funcional que codificara una 
proteína periférica de membrana llamada Rab27a. La familia 
Rab de proteínas se estudió en la página 295 como moléculas que 
fijan las vesículas con las membranas blanco. Ahora parece que las 
proteínas Rab también participan en la unión de los motores de 
miosina (y cinesina) con las superficies de membrana (fig. 9-522). 

Las células pilosas, cuya estructura se muestra en la figura 
9-54a, han constituido un sistema especialmente adecuado para 
estudiar las funciones de las miosinas no convencionales. Se lla- 
man así por el paquete de estereocilios rígidos, similares a pelos 
que se proyectan desde la superficie apical de la célula hacia la 
cavidad del oído interno, llena de líquido. El desplazamiento de 
los estereocilios por los estímulos mecánicos genera impulsos 
nerviosos que se perciben como sonidos. Los estereocilios care- 
cen de relación con los cilios verdaderos expuestos antes. En vez 
de contener microtúbulos, cada estereocilio es sostenido por un 
paquete de filamentos de actina paralelos (fig. 9-54b) cuyos ex- 
tremos barbados se localizan en la punta externa de la proyección 
y cuyos extremos aguzados se encuentran en la base. Los este- 
reocilios han proporcionado algunas de las imágenes más impre- 
sionantes de la naturaleza dinámica del citoesqueleto de actina. 
Mientras que los estereocilios en sí son estructuras permanentes, 
los paquetes de actina se encuentran en flujo constante. Continua- 
mente se unen monómeros de actina al extremo barbado de cada 
filamento, que recorren el cuerpo del filamento y se disocian 
del extremo aguzado. Este proceso se captura en la micrografía 
de fluorescencia de la figura 9-54c, que muestra la incorporación de 
subunidades de actina marcadas con GFP en el extremo barba- 
do de cada filamento. Varias miosinas no convencionales (I, V, 
VI, VI y XV) se localizan en diversos sitios del interior de las 
células pilosas del oído interno; dos de ellas se muestran en la 
figura 9-54d y e. Aún son inciertas las funciones precisas de estas 
diversas proteínas motoras. Las mutaciones en la miosina VIIa 
son la causa del síndrome de Usher tipo 1B, que se caracteriza 
por sordera y ceguera. La figura 9-54fg muestra los efectos mor- 
fológicos de las mutaciones en el gen de la miosina VIIa de las 
células pilosas del oído interno del ratón. Como sucede en los 
seres humanos, los ratones homocigotos para el alelo mutante 
que codifica esta proteína motora son sordos. La miosina VI, un 
transportador de organelos en el citoplasma de muchas células, 
se distingue por su movimiento en “reversa”; o sea, hacia el extre- 
mo puntiagudo (negativo) de un filamento de actina. Se cree que 
la miosina VI participa en la formación de vesículas cubiertas 
con clatrina en la membrana plasmática, el movimiento de las 
vesículas no cubiertas a endosomas tempranos y la fijación de 
las membranas a los filamentos de actina. Las mutaciones en la 
miosina VI son causa de varias enfermedades hereditarias. 

Ahora que se describieron los puntos básicos de la estruc- 
tura y la función de la actina y la miosina puede explicarse cómo 
interactúan estas dos proteínas para realizar una actividad celular 
compleja. 
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FIGURA 9-54 Células pilosas, paquetes de actina y miosinas no conven- 
cionales. (2) Dibujo de una célula pilosa del caracol auditivo. El recuadro 
muestra una porción de varios estereocilios, formados por un paquete 
muy apretado de filamentos de actina. (b) Micrografía electrónica de 
transmisión de un corte transversal de un estereocilio que muestra que 
éste se compone de un paquete denso de filamentos de actina. (c) Micro- 
grafía de fluorescencia de una célula pilosa del oído interno de una rata. 
Las puntas de los estereocilios se tiñeron de verde por la incorporación de 
GFP-monómeros de actina en los extremos barbados. Los estereocilios 
más altos contienen una columna más larga de subunidades teñidas con 
GFP, lo cual refleja una incorporación más rápida de los monómeros de 
actina. Los estereocilios se ven rojos debido a la tinción mediante faloi- 
dina marcada con rodamina, que se une a los filamentos de actina. (d) 
Una célula pilosa del oído interno de una rana toro. La localización de la 
miosina VIIa se indica en verde. Las bandas anaranjadas cercanas a las 
bases de los estereocilios (a causa de la superposición del rojo y el verde) 


(8) 1 um 


indican una concentración de miosina VIIa. (e) La miosina XVa (verde) 
se localiza en las puntas de los estereocilios de las células pilosas auditivas 
de una rata. (f) Micrografía electrónica de barrido de las células pilosas 
del caracol de un ratón testigo. Los estereocilios están dispuestos en filas 
con forma de V. (g) Micrografía correspondiente de las células pilosas 
de un ratón con mutaciones en el gen que codifica la miosina Vlla, las 
cuales causan sordera. Los estereocilios de las células pilosas se ven des- 
organizados. (A: TOMADA DE T. Hasson, Curr. BroL. 9:R839, 1999; con 
AUTORIZACIÓN DE ELSEVIER SCIENCE; B: CORTESÍA DE A. J. HuDsPETH, 
R. A. Jacoss Y P. G. GILLESPIE; C-E: TOMADAS DE A. K. RzADZINSKA 
ET AL., CORTESÍA DE B. Kachar, J. CELL BroL. voL. 164, 891, 892, 2004; 
D: TOMADA DE PETER GILLESPIE y Tama Hasson, J. CELL BroL. voL. 
137, PORTADA #6, 1997; C-E: CON AUTORIZACIÓN DEL TITULAR DEL CO- 
PYRIGHT, ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS; F-G: TOMADAS DE T. SELF 
ET AL., CORTESÍA DE K. P. STEEL, DeveLor. 125:560, 1998; con AUTO- 
RIZACIÓN DE THE COMPANY OF BroLoGIsTS Lro.) 


1. Mencione las similitudes y las diferencias en las 
características del ensamble de microtúbulos y el de 
filamentos de actina. 

2. Compare la estructura de un microtúbulo, un filamento 
de actina y un filamento intermedio completamente 
ensamblados. 

3. Describa tres funciones de los filamentos de actina. 

4. Mencione las diferencias en la estructura y la función 
de la miosina II convencional y la miosina V no 
convencional. 

5. ¿Cómo es posible que la misma vesícula se transporte a 
lo largo de microtúbulos y de microfilamentos? 
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Los músculos esqueléticos (estriados) obtienen su nombre del 
hecho de que la mayor parte de ellos está anclada a los huesos 
que mueven. Se encuentra bajo el control voluntario y pueden 
contraerse mediante órdenes conscientes. Las células de músculo 
estriado tienen una estructura muy poco ortodoxa. Una sola cé- 
lula muscular cilíndrica suele medir 10 a 100 ¡um de grueso, más 
de 100 mm de largo y contiene cientos de núcleos. A causa de 
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estas propiedades, sería más apropiado llamar fibra muscular 
a estas células. Las fibras musculares tienen muchos núcleos por- 
que cada una es producto de la fusión de grandes cantidades de 
mioblastos mononucleares (células premusculares) en el embrión. 

Es posible que las células de músculo estriado tengan la 
estructura interna más ordenada de cualquier célula del cuerpo. 
Un corte longitudinal de una fibra muscular (fig. 9-55) revela un 
cable formado por cientos de hebras cilíndricas más delgadas, 
llamadas miofibrillas. Cada miofibrilla consiste en un conjunto 
lineal repetido de unidades contráctiles, llamadas sarcómeras. A 
su vez cada sarcómera tiene un patrón de bandas característico 
que confiere a la fibra muscular su apariencia estriada. El examen 
de fibras musculares teñidas y observadas bajo el microscopio 
electrónico muestra que el patrón de bandas es resultado de la 
superposición parcial de dos tipos distintos de filamentos: fila- 
mentos delgados y filamentos gruesos (fig. 9-564). Cada sarcó- 
mera se extiende de una línea Z a la siguiente línea Z y contiene 
varias bandas oscuras y zonas claras. Una sarcómera tiene un par 
de bandas I claras localizadas en los bordes externos, una banda 
A más oscura ubicada entre las bandas I externas y una zona H 
de tinción clara que se encuentra en el centro de la banda A. Se 
observa una línea M oscura en el centro de la zona H. La banda 
I contiene sólo filamentos delgados y la zona H sólo filamentos 
gruesos; las partes de la banda A que están a ambos lados de la 
zona H representan la región de superposición y contienen am- 
bos tipos de filamentos. 


(b) 


FIGURA 9-55 Estructura del músculo estriado. (2) Niveles de organización de un músculo estria- 
do. (5) Micrografía óptica de una fibra muscular multinucleada. (c) Micrografía electrónica de una 
sarcómera con las bandas señaladas con letras. (M1CROGRAFÍA SUPERIOR: Eric GRAVE/PHoTO 


RESEARCHERS, ÍNC.; MICROGRAFÍA INFERIOR: CORTESÍA DE GERALDINE F. GAUTHIER.) 
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FIGURA 9-56 Maquinaria contráctil de una sarcómera. (2) Diagrama 
de una sarcómera que muestra la organización superpuesta de los fila- 
mentos delgados que contienen actina (naranja) y los filamentos gruesos 
que contienen miosina (púrpura). Las pequeñas proyecciones trans- 
versales sobre la fibra de miosina representan las cabezas de miosina 


Los cortes transversales a través de la región de superposi- 
ción muestran que los filamentos delgados se organizan en un 
conjunto hexagonal alrededor de cada filamento grueso y que 
cada filamento delgado se sitúa entre dos filamentos gruesos (fig. 
9-56). Los cortes longitudinales revelan la presencia de pro- 
yecciones de los filamentos gruesos a intervalos regulares. Las 
proyecciones representan puentes capaces de formar uniones con 
los filamentos delgados vecinos. 


El modelo de filamento deslizante 
de la contracción muscular 


Todos los músculos estriados operan por acortamiento; no hay 
otra forma en que puedan realizar un trabajo. Las unidades de 
acortamiento son las sarcómeras, cuya disminución de longitud 
combinada explica el acortamiento del músculo completo. El 
indicio más importante del mecanismo subyacente de la con- 
tracción muscular provino de observaciones del patrón de ban- 
das de las sarcómeras en diferentes etapas del proceso contráctil. 
Cuando una fibra muscular se acorta, la banda A de cada sarcó- 
mera conserva una longitud constante, en tanto las bandas H e I 
disminuyen de anchura y luego desaparecen del todo. Conforme 
el acortamiento aumenta, las líneas Z de ambos extremos de la 
sarcómera se mueven hacia adentro hasta que tocan los bordes 
externos de la banda A (fig. 9-57). 

Con base en estas observaciones, dos grupos de investiga- 
dores británicos, Andrew Huxley y Rolf Niedergerke y Hugh 
Huxley y Jean Hanson, propusieron en 1954 un modelo de gran 
alcance para explicar la contracción muscular. Postularon que el 
acortamiento de las sarcómeras individuales no se debía al acor- 
tamiento de los filamentos, sino al deslizamiento de unos so- 
bre otros. El deslizamiento de los filamentos delgados hacia el 


Extremo+ 


(puentes cruzados). (4) Micrografía electrónica de un corte transversal 
a través de un músculo de insecto empleado para el vuelo que muestra 
la disposición hexagonal de los filamentos delgados alrededor de cada 
filamento grueso. (J. AuBer/PHoTO RESEARCHERS.) 


centro de la sarcómera produciría el aumento observado en la 
superposición de los filamentos y la disminución en la anchura 
de las bandas 1 y H (fig. 9-57). El modelo de filamento deslizante 
se aceptó en poco tiempo y la evidencia a su favor aún continúa 
en aumento. 


Composición y organización de los filamentos gruesos y 
delgados Además de la actina, los filamentos delgados de un 
músculo estriado contienen otras dos proteínas, tropomiosina y 
troponina (fig. 9-58). La tropomiosina es una molécula alargada 
(de unos 40 nm de largo) que se ajusta con firmeza en las hen- 
diduras dentro del filamento delgado. Cada molécula cilíndrica 
de tropomiosina se relaciona con siete subunidades de actina a 
lo largo del filamento delgado (fig. 9-58). La troponina es un 
complejo proteínico globular formado por tres subunidades, 
cada una con una participación importante y distinta en la fun- 
ción general de la molécula. Las moléculas de troponina están 
dispuestas con una distancia aproximada de 40 nm entre ellas 
sobre el filamento delgado y establecen contacto con la actina y 
la tropomiosina del filamento. Los filamentos de actina de cada 
media sarcómera están alineados con sus extremos barbados 
unidos con la línea Z. 

Cada filamento grueso está compuesto por varios cientos 
de moléculas de miosina II junto con pequeñas cantidades de 
otras proteínas. Al igual que los filamentos que se forman in vi- 
tro (véase fig. 9-51), la polaridad de los filamentos gruesos de las 
células musculares se invierte en el centro de la sarcómera. El 
centro del filamento se forma con las regiones de la cola de las 
moléculas de miosina opuestas y carece de cabezas. Las cabezas 
de miosina sobresalen de cada filamento grueso en todo el res- 
to de su extensión por la posición intercalada de las moléculas de 
miosina que componen el cuerpo del filamento (fig. 9-51). 
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FIGURA 9-57 Acortamiento de la sarcómera durante la contracción 
muscular. (2) Diagrama esquemático que muestra la diferencia en la 
estructura de la sarcómera en un músculo relajado y uno contraído. Du- 
rante la contracción, los puentes de miosina hacen contacto con los fila- 
mentos delgados circundantes y los filamentos delgados se ven forzados 
a deslizarse hacia el centro de la sarcómera. Los puentes funcionan de 


La tercera proteína más abundante en los músculos estria- 
dos de los vertebrados es la titina, que es la proteína más grande 
descubierta en cualquier organismo. Todo el gen de titina (que 
puede dar lugar a isoformas de distinta longitud) codifica un 
polipéptido con masa molecular mayor de 3.5 millones de Da 
y que contiene más de 38000 aminoácidos. Las moléculas de 
titina se originan en la línea M del centro de cada sarcómera y se 
extienden a lo largo del filamento de miosina, continúan después 
de la banda A y terminan en la línea Z (fig. 9-59). La titina es 
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FIGURA 9-58 Organización molecular de los filamentos delgados. 
Cada filamento delgado consiste en un conjunto helicoidal de sub- 
unidades de actina con moléculas de tropomiosina de forma cilíndrica 
situadas en las hendiduras y moléculas de troponina situadas a intervalos 
espaciales definidos, como se describe en el texto. La figura 9-63 muestra 
los cambios en la posición de estas proteínas que inician la contracción. 
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(b) 
manera asincrónica, de manera que sólo una fracción está activa en un 
instante determinado. (4) Micrografías electrónicas de cortes longitudi- 
nales a través de una sarcómera relajada (arriba) y contraída (abajo). Las 
micrografías muestran la desaparición de la zona H como resultado del 


deslizamiento de los filamentos delgados hacia el centro de la sarcómera. 
(B: TOMADA DE James E. Dennis/PHOTOTAKE.) 


una proteína muy elástica que se estira como una liga cuando 
ciertos dominios dentro de la molécula se desdoblan. Se cree que 
la titina previene la rotura de la sarcómera durante el estiramien- 
to muscular. También mantiene los filamentos de miosina en su 
posición apropiada al interior del centro de la sarcómera durante 
la contracción muscular. 


Base molecular de la contracción Después de la formula- 
ción de la hipótesis del filamento deslizante, la atención se diri- 
gió a las cabezas de las moléculas de miosina como los compo- 
nentes generadores de fuerza de la fibra muscular. Durante una 
contracción cada cabeza de miosina se extiende hacia afuera y se 
une con firmeza al filamento delgado, con lo que se forman los 
puentes que se ven entre los dos tipos de filamentos (fig. 9-57). 
Las cabezas de un solo filamento de miosina interactúan con seis 
filamentos de actina circundantes. Mientras permanece unida 
con fuerza al filamento de actina, la cabeza de miosina sufre un 
cambio en la conformación (descrito más adelante) que mueve 
el filamento delgado de actina unos 10 nm hacia el centro de la 
sarcómera. A diferencia de la miosina V (que se muestra en 
la figura 9-52), la miosina muscular (miosina II) es un motor 
no progresivo. La miosina muscular permanece en contacto con 
su riel, el filamento delgado, sólo durante una pequeña fracción 
(menos de 5%) del ciclo completo. Sin embargo, cada filamento 
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FIGURA 9-59 Disposición de las moléculas de titina dentro de la sarcó- 
mera. Estas enormes moléculas elásticas se extienden desde el final de 
la sarcómera en la línea Z a la banda M en el centro de la sarcómera. Se 


cree que las moléculas de titina mantienen los filamentos gruesos en el 
centro de la sarcómera durante la contracción. La porción de la banda I 


delgado entra en contacto con un equipo de casi cien cabezas 
de miosina que se mueven en forma sincrónica (fig. 9-57a). Por 
consiguiente el filamento delgado realiza un movimiento conti- 
nuo durante cada ciclo contráctil. Se estima que un solo filamen- 
to delgado de una célula muscular puede moverse varios cientos 
de nanómetros durante un intervalo de apenas 50 milisegundos. 

Desde hace mucho tiempo los expertos en fisiología muscu- 
lar buscan comprender cómo una sola molécula de miosina pue- 
de mover el filamento de actina unos 10 nm en un solo consumo de 
energía. La publicación de la primera estructura atómica del frag- 
mento S1 de la miosina II realizada en 1993 por Ivan Rayment, 
Hazel Holden y sus colegas de la Wisconsin University se enfocó 
la atención en una propuesta para explicar este mecanismo de 
acción. En esta hipótesis, la energía liberada por la hidrólisis del 
ATP induce un pequeño cambio en la conformación (0.5 nm) 
dentro de la cabeza mientras aún permanece unida con fuerza al 
filamento de actina. El pequeño movimiento dentro de la cabeza 
se amplifica después unas 20 veces con el balanceo del cuello 
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FIGURA 9-60 Modelo del brazo de palanca oscilante de una molécula 


de miosina II. (7) Durante el movimiento de poder, el cuello de la mo- 
lécula de miosina realiza una rotación aproximada de 70”, lo que produce 
un movimiento aproximado de 10 nm del filamento de actina. (4) Un 
modelo del movimiento de poder del dominio motor de la miosina con- 
sistente en el dominio motor (o cabeza) y el cuello adyacente (o brazo 
de palanca). Se muestra un filamento de actina unido en gris/café. El 
cuello helicoidal largo se muestra en dos posiciones, antes y después del 


+ | i 
de la molécula de titina contiene dominios similares a resortes y tiene una 
gran elasticidad. Al parecer las moléculas de nebulina (que no se describen 
en el texto) actúan como una “regla molecular” porque regulan el número 
permitido de monómeros de actina que se ensamblan en un filamento del- 


gado. (Tomana DE T. C. S. KELLER, Curr. Orrn. CELL BroL. 7:33, 1995.) 


helicoidal alfa adyacente (fig. 9-60). De acuerdo con esta hipó- 
tesis, el cuello alargado de la miosina II actúa como una “palanca 
rígida”, lo que hace que el filamento de actina unido se deslice 
una distancia mucho mayor de la que sería posible de cualquier 
otra manera. Se cree que las dos cadenas ligeras, que se enredan 
alrededor del cuello, confieren rigidez a la palanca. El apoyo para 
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movimiento de poder (mostrados como los cuellos azul oscuro superior 
y azul claro inferior, respectivamente). Este desplazamiento de la región 
del cuello es el que se cree que impulsa el movimiento de poder en el 
músculo. Las cadenas ligeras esenciales y reguladoras, que se enredan al- 
rededor del cuello, se muestran en amarillo y magenta, respectivamente. 
(B: TOMADA DE MALCOLM IRVING ET AL. REIMPRESA CON AUTORIZA- 
CIÓN DE NATURE STRrUCT. B10L. 7:482, 2000; O DERECHOS RESERVADOS 
2000, MacmILLAN MAGAZINES, LTD.) 


la idea del “brazo de palanca” al principio se obtuvo de una serie 
de experimentos efectuados por James Spudich y sus colegas en 
la Stanford University. Estos investigadores construyeron genes 
que codificaban versiones alteradas de la molécula de miosina 
TI, las cuales contenían cuellos de distintas longitudes. Luego 
las moléculas de miosina modificadas por ingeniería genética se 
probaron en un ensayo in vitro con filamentos de actina, similar 
a la prueba mostrada en la figura 9-50. Como se esperaba con 
base en la hipótesis del brazo de palanca, la longitud aparente 
por cada consumo de energía de las moléculas de miosina re- 
sultó directamente proporcional a la longitud de sus cuellos. Las 
moléculas de miosina con cuellos más cortos generaron despla- 
zamientos más cortos, mientras que aquellas con cuello más lar- 
go produjeron un desplazamiento mayor. No todos los estudios 
apoyan la relación entre el tamaño del paso y la longitud del 
cuello, por lo que la función del brazo de palanca aún es tema de 
controversia. 


Energética del deslizamiento del filamento Como las 
otras proteínas motoras cinesina y dineína, la miosina convierte 
la energía química del ATP en la energía mecánica del desliza- 
miento de un filamento. Cada ciclo de actividad mecánica del 
puente de miosina tarda unos 50 ms y se acompaña de un ciclo 
de actividad de la ATP-asa, como se ilustra en el modelo de la fi- 
gura 9-61. Según este modelo, el ciclo comienza cuando una mo- 
lécula de ATP se une con la cabeza de miosina, un fenómeno que 
induce la disociación del puente con el filamento de actina (fig. 
9-61, paso 1). La unión del ATP va seguida por su hidrólisis, que 
ocurre antes que la cabeza de miosina establezca contacto con 
el filamento de actina. Los productos de la hidrólisis del ATP, 
o sea ADP y P, permanecen unidos al sitio activo de la enzima, 
mientras la proteína completa absorbe la energía liberada por la 
hidrólisis (fig. 9-61, paso 2). En este momento el puente se halla 
en estado energético, análogo a un resorte estirado capaz de rea- 
lizar un movimiento espontáneo. La miosina cargada de energía 
se une con la molécula de actina (paso 3) y libera el fosfato unido, 
lo que desencadena un gran cambio en la conformación impul- 
sado por la energía libre que estaba almacenada (paso 4). Este 
cambio en la conformación mueve el filamento de actina hacia 
el centro de la sarcómera. Tal movimiento representa el golpe de 
poder de la cabeza de miosina que se muestra en la figura 9-60. 
A la liberación del ADP unido (paso 5) le sigue la unión de una 
nueva molécula de ATP para que un nuevo ciclo pueda iniciarse. 
En ausencia de ATP la cabeza de miosina permanece unida con 
fuerza al filamento de actina. La incapacidad de los puentes de 
miosina para desprenderse en ausencia de ATP es la base de la 
condición conocida como rigor mortis, la rigidez de los músculos 
que sigue a la muerte. 


Coordinación de la excitación-contracción Las fibras 
musculares se organizan en grupos llamados unidades motoras. 
Todas las fibras de una unidad motora están inervadas por ramas 
de una sola neurona motora y se contraen en forma simultánea 
cuando reciben el estímulo de un impulso transmitido por esa 
neurona. El punto de contacto del extremo de un axón con una 
fibra muscular se llama unión neuromuscular (fig. 9-62; véase 
también la figura 4-55 para obtener una imagen más cercana 
de la estructura de la sinapsis). La unión neuromuscular es un 
sitio de transmisión del impulso nervioso del axón, a través de 
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FIGURA 9-61 Modelo esquemático del ciclo contráctil de la actina- 
miosina. El movimiento del filamento delgado por la cabeza de miosina 
generadora de fuerza es resultado de la unión del ciclo mecánico que 
incluye unión, movimiento y desprendimiento de la cabeza, con el ciclo 
químico que implica unión, hidrólisis y liberación de ATP, ADP y P.. 
En este modelo los dos ciclos comienzan en el paso 1 con la unión de 
ATP en la hendidura de la cabeza de miosina, lo que induce el despren- 
dimiento de la cabeza del filamento de actina. La hidrólisis del ATP 
unido (paso 2) proporciona energía a la cabeza, por lo que ésta se une 
débilmente con el filamento de actina (paso 3). La liberación de P, pro- 
duce una unión más firme de la cabeza de miosina al filamento delgado 
y el movimiento de poder (paso 4) que desplaza el filamento delgado 
hacia el centro de la sarcómera. La liberación de ADP (paso 5) establece 
las condiciones para un nuevo ciclo. (TomADA DE M. Y. Jianc Y M. P. 
SHEETZ, Broess. 16:532, 1994.) 


la hendidura sináptica y hasta la fibra muscular, cuya membrana 
plasmática también es excitable y capaz de conducir un potencial 
de acción. 

Los pasos entre la llegada de un impulso nervioso a la mem- 
brana plasmática muscular y el acortamiento de las sarcómeras 
en la profundidad de la fibra muscular constituyen un proceso 
que se conoce como coordinación de excitación-contracción. 
A diferencia de una neurona, en la que el potencial de acción 
permanece en la superficie celular, el impulso generado en una 
célula de músculo estriado se propaga al interior de la célula por 
los pliegues membranosos llamados túbulos transversos (T) 
(fig. 9-62). Los túbulos T' terminan muy cerca de un sistema de 
membranas citoplásmicas que conforman el retículo sarcoplás- 
mico (SR), que forma una manga membranosa alrededor de la 
miofibrilla. Cerca de 80% de la proteína integral de la membrana 
del SR consiste en moléculas de ATP-asa-Ca?* cuya función es 
transportar el calcio fuera del citosol y hacia la luz del SR, donde 
se almacena hasta que se necesite. 

La importancia del calcio en la contracción muscular se 
demostró por primera vez en 1882, cuando Sydney Ringer, un 
médico inglés, encontró que el corazón aislado de una rana se 
contraía en solución salina con agua corriente de Londres, pero 
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FIGURA 9-62 Anatomía funcional de una fibra muscular. El calcio se 
aloja en la elaborada red de membranas internas que conforman el re- 
tículo sarcoplásmico (SR). Cuando llega un impulso a través de una neu- 
rona motora, se transporta al interior de la fibra por el túbulo transversal 


no sucedía lo mismo en una solución preparada con agua destila- 
da. Ringer estableció que los iones de calcio presentes en el agua 
corriente eran un factor esencial en la contracción muscular. Los 
niveles de calcio dentro del citoplasma de una fibra muscular 
son muy bajos (alrededor de 2 X 1077 M) en el estado relajado, 
menores a la concentración umbral necesaria para la contracción. 
Con la llegada de un potencial de acción a través de los túbulos 
transversos, los conductos de calcio de la membrana del SR se 
abren y el calcio sale del compartimiento del SR y recorre la corta 
distancia hasta las miofibrillas. Como resultado los niveles intra- 
celulares de Ca?* se elevan a cerca de 5 X 107? M. Para com- 
prender el modo en que los niveles altos de calcio desencadenan 
la contracción en una fibra de músculo estriado es necesario re- 
considerar la estructura proteínica de los filamentos delgados. 
Cuando la sarcómera está relajada, las moléculas de tropo- 
miosina de los filamentos delgados (véase fig. 9-58) bloquean 
los sitios de unión de la miosina en las moléculas de actina. La 
posición de la tropomiosina dentro de la hendidura está bajo el 
control de la molécula de troponina unida. Cuando los niveles de 
calcio se elevan, estos iones se unen con una de las subunidades 
de troponina (troponina C) e inducen un cambio en la confor- 
mación en otra subunidad de la molécula de troponina. Como 
el colapso de una torre de fichas de dominó, el movimiento de 
la troponina se transmite a la tropomiosina adyacente, que se 
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al SR. Las compuertas de calcio del SR se abren, lo que libera el calcio 
hacia el citosol. La unión de iones calcio con las moléculas de troponina 
de los filamentos delgados origina los fenómenos descritos en la figura 
siguiente y la contracción de la fibra. 


acerca unos 1.5 nm al centro de la hendidura del filamento (de 
la posición b a la posición a en la figura 9-63). Este cambio en 
la posición de la tropomiosina expone los sitios de unión para 


Tropomiosina — 2 


FIGURA 9-63 Función de la tropomiosina en la contracción muscular. 
Esquema del modelo del obstáculo estérico en el que el sitio de unión 
para la miosina en los filamentos delgados de actina está controlado por 
la posición de la molécula de tropomiosina. Cuando se eleva la con- 
centración de calcio, la interacción entre el calcio y la troponina (no se 
muestra) conduce a un movimiento de la tropomiosina de la posición b 
a la posición a, lo que expone el sitio de unión de la miosina en el fila- 
mento delgado de la cabeza de la miosina. 


miosina en las moléculas adyacentes de actina. Cada molécula de 
troponina controla la posición de una molécula de tropomiosina, 
que a su vez regula la capacidad de unión de siete subunidades de 
actina en el filamento delgado. 

Una vez que la estimulación de la fibra nerviosa motora 
cesa, los conductos de calcio de la membrana del SR se cierran 
y las moléculas de Ca?*-AT'P-asa de esa membrana retiran el 
exceso de calcio del citosol. Conforme la concentración de Ca” 
disminuye, estos iones se separan de sus sitios de unión en la 
troponina, lo que ocasiona que las moléculas de tropomiosina 
regresen a una posición en la que bloquean la interacción entre 
actina y miosina. El proceso de relajación puede considerarse una 
competencia por el calcio entre la proteína de transporte de la 
membrana del SR y la troponina. La proteína de transporte tiene 
una mayor afinidad por el ion, por lo que la tendencia se dirige 
a retirar el calcio del citosol y dejar las moléculas de troponina 
sin calcio. 


1. Describa la estructura de la sarcómera de una 
miofibrilla de músculo estriado y los cambios que 
ocurren durante su contracción. 

2. Describa los pasos que ocurren entre el momento en 
que un impulso nervioso se transmite a través de una 
unión neuromuscular y el momento en que la fibra 
muscular en realidad empieza a acortarse. ¿Cuál es la 
función de los iones de calcio en el proceso? 
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Las células de músculo estriado son un sistema ideal para el es- 
tudio de la contractilidad y el movimiento porque las proteínas 
que interactúan están presentes en altas concentraciones y son 
parte de estructuras celulares definidas. El estudio de la movi- 
lidad en otros tejidos diferentes al músculo (extramuscular) es 
más desafiante porque los componentes tienden a encontrarse 
en formas menos ordenadas, más lábiles y transitorias. Aún más, 
casi siempre se limitan a una corteza delgada justo debajo de la 
membrana plasmática. La corteza es una región activa de la célu- 
la, encargada de procesos como la ingestión de materiales extra- 
celulares, la extensión de prolongaciones durante el movimiento 
celular y la constricción de una sola célula animal en dos células 
hijas durante la división celular. Todos estos procesos dependen 
del ensamble de microfilamentos en la corteza. 

En las páginas siguientes se presentan varios ejemplos de 
contractilidad y motilidad extramusculares que dependen de fila- 
mentos de actina y, en algunos casos, de miembros de la superfa- 
milia de la miosina. Sin embargo, primero es importante revisar 
los factores que regulan la velocidad de ensamble, la cantidad, 
la longitud y los patrones espaciales de los filamentos de actina. 


Proteínas de unión con la actina 


La actina purificada puede polimerizarse in vitro para formar 
filamentos de actina, pero estos filamentos no pueden interac- 
tuar entre sí ni realizar actividades útiles. Bajo el microscopio se 
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FIGURA 9-64 Dos disposiciones distintas de los filamentos de actina 
dentro de una célula. Como se describe más adelante en este capítulo, 
las células se mueven sobre un sustrato mediante la extensión de varios 
tipos de procesos. Esta micrografía electrónica del borde de avance de 
un fibroblasto móvil muestra la alta densidad de los filamentos de actina. 
Se ve que estos filamentos están organizados en dos conjuntos distintos: 
como haces en los que los filamentos se disponen en forma paralela entre 
sí (fecha) y como red con uniones cruzadas en la que los filamentos se 
disponen en varias direcciones. (CORTESÍA DE J. VICTOR SMALL.) 


parecen al piso de un granero cubierto con paja. En cambio, los 
filamentos de actina de las células vivas se organizan en varios 
patrones, inclusive varios tipos de haces, redes delgadas (bidi- 
mensionales) y gelatinas tridimensionales complejas (fig. 9-64). 
La organización y comportamiento de los filamentos de actina 
dentro de las células depende de una gran variedad de proteínas 
de unión con actina que influyen en el ensamble y desensamble 
localizados de los filamentos de actina, sus propiedades físicas y 
sus interacciones entre sí y con los organelos celulares. Se han 
aislado más de 100 proteínas diferentes de unión con actina que 
pertenecen a muchas familias en varios tipos celulares. Las pro- 
teínas de unión con actina pueden dividirse en varias categorías 
según su presunta función en la célula (fig. 9-65).* 


1. Proteínas de nucleación. El paso más lento en la formación 
de un filamento de actina es el primero, la nucleación, que 
requiere la unión de por lo menos dos o tres monómeros de 
actina en la orientación apropiada para iniciar la formación 
del polímero. Este es un proceso muy poco favorable si se de- 
jan solas a las moléculas de actina. Como se mencionó antes, 
la formación de un filamento de actina se acelera en presencia 


“Hay que señalar que algunas de estas proteínas pueden efectuar más de uno de 
los tipos de actividades mencionadas, según la concentración de proteína para 
unión con actina y las condiciones prevalecientes (p. ej., la concentración de H+ 
y Ca?”). La mayor parte de los estudios de estas proteínas se realizan in vitro y a 
menudo resulta difícil extender los resultados a las actividades dentro de la célula. 
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FIGURA 9-65 Funciones de las proteínas de unión con actina. 


de una semilla o núcleo preexistente al que puedan agregarse 
monómeros (como en la figura 9-46a). Se han identificado 
varias proteínas que promueven la nucleación de filamentos 
de actina. La mejor estudiada es el complejo Arp2/3, que con- 
tiene dos “proteínas relacionadas con actina”, esto es, proteínas 
que comparten considerable homología de secuencia con las 
actinas, pero no se consideran actinas “verdaderas”. Una vez 
que se activa el complejo, los dos Arp adoptan una confor- 
mación que conforma una plantilla a la que pueden agregarse 
monómeros de actina, análogo a la forma en que se propone 
que la tubulina y forme una plantilla para la nucleación del 
microtúbulo (fig. 9-20c). Como se expone en la página 370, el 
complejo Arp2/3 genera redes de filamentos de actina rami- 
ficados cortos. Otra proteína de nucleación, llamada formina, 
genera filamentos no ramificados, como los que se hallan en 
adhesiones focales (pág. 243) y en los anillos contráctiles de 
células en división (sección 14.2). A diferencia de Arp2/3, 
que permanece en el extremo aguzado del filamento recién 
formado, la formina sigue el extremo barbado incluso cuando 
se insertan unidades nuevas en ese sitio. 


2. Proteínas para secuestro de monómeros. Las timosinas (p. ej., 
timosina-B,) son proteínas que se unen con los monómeros 
actina-ATP (a menudo llamada actina G) e impiden la po- 
limerización. Las proteínas con esta actividad se describen 
como proteínas para secuestro de monómeros de actina. Se 
cree que son las encargadas de mantener la concentración re- 
lativamente alta de actina G en células extramusculares (50 
a 200 mM). Sin las proteínas para secuestro de monómeros, 
las condiciones en el citoplasma favorecerían la polimeriza- 
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ción casi completa de los monómeros solubles de actina en 
filamentos. A causa de su capacidad para unirse con actina 
G y estabilizar la reserva de monómeros, los cambios en la 
concentración o la actividad de las proteínas para secuestro de 
monómeros puede modificar el equilibrio entre monómeros 
y polímeros en cierta región de una célula y determinar si en 
un momento determinado se favorece la polimerización o la 
despolimerización. 


. Proteínas bloqueadoras de los extremos (tapas). Las proteínas 


de este grupo regulan la longitud de los filamentos de actina 
al unirse con uno u otro extremo de los filamentos, forman- 
do una tapa que bloquea tanto la pérdida como la ganancia 
de subunidades. Si el extremo barbado de crecimiento rápi- 
do de un filamento se tapa, la despolimerización puede pro- 
ceder en el extremo contrario, lo que conduce al desensamble 
del filamento. Si el extremo afilado también se tapa, la despo- 
limerización se bloquea. Los filamentos delgados de músculo 
estriado se tapan en su extremo barbado en la línea Z por una 
proteína llamada capZ y en su extremo afilado lo hacen con 
la proteína tropomodulina. Si la tapa de tropomodulina se alte- 
ra con la microinyección de anticuerpos en una célula muscu- 
lar, los delgados filamentos agregan más subunidades de actina 
en su extremo puntiagudo recién expuesto y experimentan una 
elongación drástica en la parte intermedia de la sarcómera. 


. Proteínas polimerizadoras de monómero. La profilina es una 


pequeña proteína que se une en el mismo sitio de un mo- 
nómero de actina que la timosina. Sin embargo, en lugar de 
inhibir la polimerización, la profilina fomenta el crecimiento 
de los filamentos de actina. La profilina lo hace mediante la 


unión con un monómero de actina, donde cataliza la diso- 
ciación del ADP unido, que se sustituye en poco tiempo con 
un ATP. El monómero profilina-ATP-actina puede entonces 
ensamblarse sobre el extremo barbado libre de un filamento 
de actina, lo que conduce a la liberación de profilina. 


. Proteínas despolimerizadoras del filamento de actina. Los 
miembros de la familia proteica de la cofilina (que inclu- 
ye cofilina, ADF y depactina) se unen con las subunidades 
actina-ADP presentes en el cuerpo y en el extremo afilado 
de los filamentos de actina (fig. 18-33). La cofilina tiene dos 
actividades evidentes: puede fragmentar los filamentos de ac- 
tina y puede promover su despolimerización en el extremo 
afilado. Estas proteínas participan en el recambio rápido de 
los filamentos de actina en sitios de cambios dinámicos de la 
estructura del citoesqueleto. Son esenciales para la locomo- 
ción celular, la fagocitosis y la citocinesis. 


. Proteínas que forman enlaces cruzados. Las proteínas de este 
grupo pueden alterar la organización tridimensional de una 
población de filamentos de actina. Cada una de estas pro- 
teínas tiene dos o más sitios de unión con actina, por lo que 
pueden establecer enlaces entre dos o más filamentos de ac- 
tina separados. Algunas de estas proteínas (p. ej., la filamina) 
tienen la forma de un cilindro largo y flexible y promueven la 
formación de redes laxas de filamentos interconectados entre 
sí en ángulos casi rectos (como en la figura 9-64). Las regio- 
nes del citoplasma que contienen estas redes poseen las pro- 
piedades de un gel elástico tridimensional que resiste las pre- 
siones mecánicas locales. Otras proteínas que forman enlaces 
(p. ej., vilina y fimbrina) tienen forma globular y promueven 
el agrupamiento de filamentos de actina en conjuntos para- 
lelos muy ajustados. Estas estructuras se encuentran en las 
microvellosidades que se proyectan de ciertas células epitelia- 
les (fig. 9-66) y los estereocilios parecidos a pelos (fig. 9-54) 
que sobresalen de las células receptoras del oído interno. La 
agrupación de filamentos aumenta su rigidez, lo que les per- 
mite actuar como un esqueleto interno de soporte para estas 
proyecciones citoplásmicas. 


. Proteínas cortadoras de filamentos. Las proteínas de esta clase 
tienen la capacidad para unirse con el lado de un filamento 
ya formado y romperlo en dos. Las proteínas cortadoras (p. 
ej., la gelsolina) también pueden favorecer la incorporación 
de monómeros de actina mediante la creación de más extre- 
mos barbados libres, aunque también es posible que tapen los 
extremos que generan. Como se indica en la figura 9-71, la 
cofilina también es capaz de cortar filamentos. 


. Proteínas de unión con membrana. Gran parte de la maquina- 
ria contráctil de las células extramusculares radica justo debajo 
de la membrana plasmática. Durante muchas actividades, las 
fuerzas generadas por las proteínas contráctiles actúan sobre 
la membrana plasmática y hacen que sobresalga (como ocurre, 
por ejemplo, durante la locomoción celular) o que se invagine 
(como sucede durante la fagocitosis o la citocinesis). Por lo 
general estas actividades se facilitan por la unión indirecta de 
los filamentos de actina con la membrana plasmática median- 
te el enlace con una proteína periférica de membrana. En los 
capítulos previos se describieron dos ejemplos: la inclusión de 
polímeros cortos de actina en el esqueleto de la membrana 
de los eritrocitos (véase fig. 4-32d) y la unión de los filamen- 
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FIGURA 9-66 Filamentos de actina y proteínas fijadoras de actina en 
una microvellosidad. Las microvellosidades se reconocen sobre la su- 
perficie apical de los epitelios cuya función consiste en absorber solutos, 
como sucede con la superficie luminal del intestino y la pared de los 
túbulos renales. Los filamentos de actina son mantenidos en una dispo- 
sición altamente ordenada por las proteínas empacadoras vilina y fim- 
brina. La función de la miosina I, la cual se dispone entre la membrana 
plasmática de la microvellosidad y los filamentos de actina periféricos, 
permanece desconocida. 


tos de actina con la membrana en las adhesiones focales y las 
uniones adherentes (véanse figs. 7-17 y 7-26). Las proteínas 
que unen las membranas con la actina comprenden la vinculi- 
na, miembros de la familia ERM (ezrina, radixina y moesina) 
y miembros de la familia de la espectrina (inclusive la distrofi- 
na, la proteína cuyo defecto causa la distrofia muscular). 


Ejemplos de movilidad 
y contractilidad extramuscular 


Los filamentos de actina, que a menudo trabajan en conjunto 
con los motores de miosina, que son los encargados de varias 
actividades dinámicas en las células extramusculares, como la fa- 
gocitosis, la formación de corrientes citoplásmicas (flujo dirigido 
de citoplasma que ocurre en ciertas células vegetales grandes), 
el tráfico de vesículas, la activación de plaquetas, los movimien- 
tos laterales de proteínas integrales dentro de las membranas, 
las interacciones entre célula y sustrato, la locomoción celular, 
el crecimiento axónico y los cambios en la forma celular. Los 
ejemplos siguientes ilustran la motilidad y la contractilidad ex- 
tramusculares. 


Polimerización de la actina como mecanismo generador 
de fuerza Algunos tipos de motilidad celular ocurren sólo 
como resultado de la polimerización de la actina y no implican 
actividad de la miosina. Considérese el ejemplo de Listeria mono- 
cytogenes, una bacteria que infecta los macrófagos y puede causar 
encefalitis o intoxicación alimentaria. Listeria se impulsa como 
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FIGURA 9-67 La motilidad celular puede impulsarse por medio de la 
polimerización de la actina. (4) Micrografía por fluorescencia de una 
porción de una célula infectada con la bacteria L. monocytogenes. Las 
bacterias se ven como objetos teñidos de rojo, justo frente a las colas 
filamentosas de actina teñidas de verde. (4) Micrografía electrónica de 
una célula infectada con la misma bacteria presentada en a, que muestra 
los filamentos de actina que se forman detrás de la célula bacteriana y la 
empujan por el citoplasma. Los filamentos de actina tienen una aparien- 
cia “vellosa” porque se decoraron con las cabezas de miosina. La barra 
que se encuentra arriba a la izquierda equivale a 0.1 um. (A: CORTESÍA 
DE PASCALE COSSART; B: TOMADA DE Lewis G. TILNEY ET AL., J. CELL 
Bior. 118:77, 1992; MEDIANTE AUTORIZACIÓN DE DERECHOS RESERVA- 
DOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 


un cohete por el citoplasma de una célula infectada mediante la 
polimerización de monómeros de actina justo detrás de la bac- 
teria (fig. 9-67). ¿Cómo puede esta bacteria inducir la formación 
de filamentos de actina en un sitio particular de su superficie? 
Las preguntas respecto a la localización son importantes en el 
estudio de cualquier tipo de proceso móvil porque la movilidad 
depende de que una célula sea capaz de ensamblar la maquina- 
ria necesaria en un sitio y momento particulares. Listeria puede 
realizar esta hazaña porque contiene una proteína llamada ActA 
que sólo se encuentra en un extremo de la bacteria. Cuando 
ActA queda expuesta dentro del citoplasma del huésped, reclu- 
ta y activa varias proteínas del huésped (inclusive el complejo 
Arp2/3 descrito antes) que trabajan juntas para dirigir el proceso 
de polimerización de actina. El proceso de propulsión de Lis- 
teria se reconstruyó in vitro y ello permitió a los investigadores 
demostrar de manera concluyente que la polimerización de la 
actina por sí misma, sin la participación de motores de miosina, 
puede brindar la fuerza necesaria para la movilidad. 

Los mismos fenómenos que ocurren durante la propulsión 
de la Listeria se utilizan en las actividades celulares normales; 
van desde la propulsión de vesículas citoplásmicas y organelos 
hasta el movimiento de las células mismas, que es el tema de la 
sección siguiente. 


Locomoción celular La locomoción celular es necesaria para 
muchas actividades en los vertebrados superiores, inclusive el de- 
sarrollo de tejidos y órganos, la formación de vasos sanguíneos, 
el desarrollo de axones, la cicatrización de heridas y la protección 
contra infecciones. La locomoción celular también es la encar- 


gada de la diseminación de tumores cancerosos. La siguiente 
descripción se concentra en estudios de células cultivadas que 
se mueven sobre un sustrato plano (bidimensional) porque estas 
son las condiciones experimentales que dominan este campo de 
investigación. Hay que tener presente que las células del cuerpo 
no se mueven sobre sustratos desnudos y planos y que cada vez 
se tiene más evidencia de que algunos de los hallazgos de estos 
estudios tal vez no se apliquen a las células que cruzan un terre- 
no más complicado. Hace poco, los investigadores comenzaron 
a desarrollar sustratos más complejos, incluidos varios tipos de 
matrices extracelulares tridimensionales (fig. 18-22), lo que po- 
dría conducir a la revisión de algunos de los aspectos del meca- 
nismo de locomoción celular explicado a continuación. 


avance 


15 um 


FIGURA 9-68 Micrografía electrónica de barrido de un fibroblasto de 
ratón que se arrastra sobre la superficie de una caja de cultivo. El bor- 
de de avance de la célula se extiende en un lamelipodio aplanado cuya 
estructura y función se explican más adelante. (TOMADA DE GUENTER 
ALBRECHT-BueEntEr, InT. Rev. CrroL. 120:194, 1990.) 


La figura 9-68 muestra un solo fibroblasto que se encon- 
traba en el proceso de moverse hacia la esquina inferior derecha 
del campo cuando se preparó para el examen microscópico. La 
locomoción celular, como la que muestra el fibroblasto de la fi- 
gura 9-68, comparte propiedades con otros tipos de locomoción, 
como la marcha. Cuando una persona camina, el cuerpo realiza 
una serie de actividades repetitivas: primero, se extiende una pier- 
na en la dirección de la locomoción; segundo, la planta del pie 
hace contacto con el suelo, que actúa como punto de adhesión 


FIGURA 9-69 Secuencia repetitiva de actividades que ocurre cuando una 
célula se arrastra sobre el sustrato. El paso 1 ilustra la protrusión del bor- 
de de avance de la célula en forma de un lamelipodio. El paso 2 muestra 
la adhesión de la superficie inferior del lamelipodio al sustrato, adhesión 
mediada por integrinas que se encuentran en la membrana plasmática. 
La célula utiliza esta adhesión para sujetarse al sustrato. El paso 3 ilustra 
el movimiento de la mayor parte de la célula hacia adelante sobre el sitio 
de adhesión, que permanece relativamente estacionario. Este movimiento 
se realiza mediante una fuerza contráctil (de tracción) ejercida contra el 
sustrato. El paso 4 muestra la célula después de romper la adhesión con 
el sustrato y cuando la parte posterior de la célula ya se llevó hacia el frente. 
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transitoria; tercero, los músculos de las piernas generan fuerza 
que mueven todo el cuerpo hacia adelante, más allá del pie es- 
tacionario; cuarto, el pie, que ahora está detrás del cuerpo y no 
al frente, se levanta del piso como anticipación al siguiente paso. 
Aunque las células móviles puedan asumir formas muy distintas 
mientras se arrastran sobre el sustrato, presentan una secuencia 
similar de actividades (fig. 9-69). 1) El movimiento inicia por la 
protrusión de una parte de la superficie celular en la dirección en 
la que la célula va a moverse. 2) Una parte de la superficie inferior 
de la protrusión se adhiere al sustrato y forma sitios de anclaje 
temporal. 3) La mayor parte de la célula se impulsa al frente sobre 
los contactos adhesivos, que al final se convierten en la parte pos- 
terior de la célula. 4) La célula rompe los contactos traseros con 
el sustrato, lo que causa la retracción del margen final o “cola”. 


Células que se arrastran sobre el sustrato Cuando un pequeño 
fragmento de tejido vivo, como la piel o el hígado, se coloca en 
una caja de cultivo con medio de cultivo adecuado, algunas célu- 
las individuales emigran del espécimen hacia la superficie de la 
caja. El examen de estas células bajo el microscopio casi siempre 
muestra que son fibroblastos, las células predominantes en el teji- 
do conjuntivo (véase fig. 7-1). Conforme se mueve, el fibroblasto 
se aplana y aproxima mucho al sustrato y adquiere una forma de 
abanico, con un borde frontal ancho y una “cola” estrecha (véase 
fig. 9-68). Su movimiento es errático y brusco, a veces avanza 
y otras se retira. En un buen día un fibroblasto puede avanzar 
cerca de 1 mm. La clave de la locomoción del fibroblasto se ob- 
serva cuando se examina su borde frontal, que se extiende como 
una protrusión ancha, aplanada y semejante a un velo llamada 
lamelipodio (fig. 9-70a). Por lo general los lamelipodios carecen 
de vesículas citoplásmicas y otras estructuras en partículas, y a 
menudo el margen externo tiene un movimiento ondulante, lo 
que le confiere una apariencia arrugada (fig. 9-704). Mientras el 
lamelipodio se extiende de la célula, se adhiere al sustrato sub- 
yacente en puntos específicos, lo que le brinda sitios de anclaje 
temporal para que la célula tire de sí misma hacia adelante. 

En la página 368 se vio cómo la polimerización de los mo- 
nómeros de actina puede brindar la fuerza que impulsa a una 
bacteria Listeria por el citoplasma. Este tipo de movimiento in- 
tracelular se realiza sin la participación de motores moleculares. 
Se cree que un tipo similar de mecanismo de polimerización de 
actina provee la fuerza motriz necesaria para la protrusión del 
borde de avance de un lamelipodio. Este tipo de motilidad ex- 
tramuscular también demuestra la importancia de las proteínas 
de unión con actina (mostradas en la figura 9-65) para orquestar 
el ensamble y desensamble de las redes de filamentos de actina 
en un sitio particular dentro de la célula en un momento deter- 
minado. 

Supóngase que se inicia con un leucocito redondeado que 
recibe una señal química proveniente de un sitio particular en el 
que el cuerpo está herido. Una vez que el estímulo se recibe en 
la membrana plasmática, inicia la polimerización localizada de 
actina, que causa la polarización de la célula y su movimiento 
hacia la fuente del estímulo (fig. 9-71a).* Tal como Listeria tiene 


“Este tipo de respuesta puede verse en una película notable en Internet que 
muestra un neutrófilo persiguiendo a una bacteria. 
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FIGURA 9-70 Margen de avance de una célula móvil. (2) El margen lí- 
der de este fibroblasto móvil se aplana contra el sustrato y se extiende en 
un lamelipodio semejante a un velo. (4) Micrografía electrónica de barri- 
do del margen de avance de una célula cultivada que muestra las mem- 
branas arrugadas del lamelipodio. (A: CORTESÍA DE J. Vicror SMALL; B: 
TOMADA DE Jean Paul ReveL, Symp. Soc. Exp. BroL. 28:447, 1974.) 


una proteína (ActA) que activa la polimerización en la superficie 
celular bacteriana, las células de mamíferos tienen una familia 
de proteínas (la familia WASP/WAVE) que activa el complejo 
Arp2/3 en el sitio de estimulación cerca de la membrana plas- 
mática. WASP, el miembro fundador de la familia, se descubrió 
como el producto de un gen causante del síndrome de Wiskott- 
Aldrich. El sistema inmunitario de los pacientes con este tras- 
torno es defectuoso porque sus leucocitos carecen de proteína 


WASP funcional y por tanto no responden a las señales quimio- 
tácticas. 

La figura 9-71% muestra un modelo de los principales pasos 
en la formación de un lamelipodio que movería una célula en 
una dirección determinada. Se recibe un estímulo en un extre- 
mo de la célula (paso 1, fig. 9-714) que conduce a la activación 
de complejos de proteína Arp2/3 por un miembro de la familia de 
proteínas WASP (paso 2). En su estado activo, el complejo 
Arp12/3 adopta una conformación parecida a la superficie libre 
del extremo con puntas del filamento de actina. Como resulta- 
do, los monómeros libres de AT'P-actina se unen con la planti- 
lla Arp2/3, lo que conduce a la nucleación de los filamentos de 
actina (paso 3). La polimerización de los monómeros de actina 
unidos con ATP en los extremos barbados libres del filamento en 
crecimiento se promueve mediante moléculas de profilina (pág. 
366). Una vez que los nuevos filamentos de actina se forman, los 
complejos Arp2/3 se unen a los lados de estos filamentos (paso 
4) y constituyen el núcleo para la formación de filamentos de 
actina adicionales que se forman como ramas (paso 5). Los com- 
plejos Arp2/3 permanecen en los extremos afilados, que se sitúan 
en los puntos de ramificación. Mientras tanto, la adición de una 
proteína tapa, bloquea el crecimiento de los extremos barbados 
de los filamentos más antiguos (paso 5). En cambio, la adición de 
subunidades de actina a los extremos barbados de los filamentos 
más nuevos de la red empuja la membrana del lamelipodio ha- 
cia afuera, en la dirección del estímulo atrayente (pasos 5 y 6). 
Conforme los nuevos filamentos crecen por la adición de sub- 
unidades en sus extremos barbados, los filamentos tapados más 
antiguos se desensamblan a partir de sus extremos afilados (paso 
6). La cofilina promueve el desensamble, ya que se une con las 
subunidades actina-ADP a lo largo de los filamentos (paso 6). 
Las subunidades actina-ADP liberadas de los filamentos que se 
desensamblan se recargan mediante la conversión en monóme- 
ros profilina-AT'P-actina, que pueden reutilizarse en el ensamble 
de filamentos de actina en el borde de avance. 

La figura 9-72 ilustra algunas de las principales caracterís- 
ticas estructurales de la locomoción celular. La micrografía elec- 
trónica de la figura 9-72 muestra la naturaleza ramificada y con 
puentes cruzados de la red filamentosa de actina que se encuen- 
tra justo debajo de la membrana plasmática de un lamelipodio en 
avance. Los recuadros circulares de la figura 9-72 muestran una 
sucesión de ramas cortas de filamentos de actina, con complejos 
de Arp2/3 resaltados con una marca inmunitaria de oro. Se ob- 
serva que los complejos Arp2/3 se encuentran en las uniones con 
forma de Y en las que los nuevos filamentos polimerizados se 
ramificaron de los filamentos preexistentes. 

El movimiento del lamelipodio es un proceso dinámico. 
Mientras la polimerización y la ramificación de filamentos de 
actina continúan en el borde frontal del lamelipodio, los filamen- 
tos de actina se despolimerizan en la parte posterior del mismo 
(paso 6, fig. 9-71). Por tanto, si se considera como un todo, el fi- 
lamento de actina completo experimenta un tipo de movimiento 
de noria (pág. 353) en el que las subunidades de actina se agregan 
a los extremos barbados de la estructura en la parte frontal y se 
pierden de los extremos afilados en la parte posterior. 

De acuerdo con la secuencia de fenómenos mostrada en la 
figura 9-69, a la protrusión del borde de avance la sigue el movi- 
miento de toda la célula. Las principales fuerzas que participan 
en la locomoción celular son las generadas en los sitios de ad- 
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FIGURA 9-71 Motilidad celular dirigida. (4) Micrografía de un leuco- 


cito (un neutrófilo) que ha reaccionado a un quimioatrayente contenido 
en una micropipeta (a la derecha). La célula se ha polarizado y se mueve 
hacia la fuente del estímulo. (b) Un mecanismo propuesto para el movi- 
miento de una célula de manera dirigida. Se recibe un estímulo en la su- 
perficie celular (paso 1) que conduce a la activación del complejo Arp2/3 
por un miembro de la familia WASP/WAVE (paso 2). Los complejos 
Arp2/3 activados sirven como sitios de nucleación para que se formen 
nuevos filamentos de actina (paso 3). Una vez que se han formado los 
filamentos, los complejos Arp2/3 se unen a sus lados (paso 4), lo que es- 
timula su actividad de nucleación. Como resultado los complejos Arp2/3 
unidos inician las ramas laterales que se extienden hacia afuera (paso 5) a 
un ángulo aproximado de 70” en relación con los filamentos ya existentes 
a los que están ancladas. Se piensa que conforme estos filamentos se 
polimerizan, empujan hacia afuera la membrana plasmática, de lo que 


hesión que se requieren para jalar o “arrastrar” el cuerpo princi- 
pal de la célula hacia el frente (paso 3, fig. 9-69). A menudo se 
describen como “fuerzas de tracción” porque se producen en los 
sitios en los que la célula se sujeta al sustrato. Cuando se permite 
que las células migren sobre una hoja delgada de material elás- 
tico, los movimientos de las células se acompañan de deforma- 
ción del sustrato (véase fig. 7-18). La magnitud de las fuerzas de 
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resulta la extensión del borde de avan- 

ce del lamelipodio. Mientras tanto, el 
extremo con puntas de los filamentos 

ya formados se une con una proteína tapa, 
lo que impide el crecimiento adicional de estos filamentos, los mantiene 
cortos y rígidos. Al final, el extremo aguzado de los filamentos de ac- 
tina preexistentes sufre despolimerización y se liberan subunidades de 
ADP-actina (paso 6). La despolimerización es promovida por la cofilina, 
la cual se une a las subunidades de ADP-actina dentro del filamento 
y estimula su separación del extremo aguzado del filamento. Las sub- 
unidades liberadas se unen con profilina y se recargan por intercambio 
ATP/ADP, lo que las deja listas para participar en la polimerización de 
la actina (como en el paso 3). (a: TOMADA DE CAROLE A. PARENT, CURR. 
Orin. CELL Bro. 16:5, 2004; CoPpYRIGHT 2004, CON AUTORIZACIÓN 
DE ELSEVIER SCIENCE.) 
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tracción ejercidas en varios lugares en una célula migratoria viva 
puede calcularse a partir de los patrones dinámicos de la defor- 
mación del sustrato y representarse como se muestra en la figura 
9-73a. Como se ve al examinar esta imagen por computadora 
de un fibroblasto migratorio, las mayores fuerzas de tracción se 
ejercen justo detrás del borde de avance de la célula, donde ésta 
se adhiere con firmeza al sustrato subyacente. La presencia de 
estos sitios de unión se revela mejor si se sigue la localización 
de la vinculina con marca fluorescente dentro de una célula viva. 
Esto permite a los investigadores visualizar en forma específica 
las estructuras en las que la célula hace contacto con el sustrato 
subyacente. La figura 9-73% es una micrografía fluorescente que 


FIGURA 9-72 Base estructural de la extensión del lamelipodio. Micro- 
grafía electrónica de una réplica del citoesqueleto en el margen de avan- 
ce de un fibroblasto móvil de ratón. Se observa que los filamentos de 
actina se disponen en una red ramificada que se coloreó para indicar los 
“árboles” individuales. Los recuadros circulares muestran una sucesión 
de uniones con forma de “Y” entre los filamentos de actina ramificados. 
Los complejos Arp2/3 se localizan en la base de cada rama mediante 
anticuerpos unidos con partículas de oro coloidal (amarillo). (TomADA 
DE Taryana M. Svrrkina y Gary G. Bor1sy; J. CELL Bior. vor. 145, 
NÚM. 5,1999, MEDIANTE AUTORIZACIÓN DE DERECHOS RESERVADOS DE 
LA ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 
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FIGURA 9-73 Distribución de las fuerzas de tracción dentro de un fi- 
broblasto en movimiento. (a) Conforme la célula migra, genera fuerzas 
de tracción contra su sustrato. Esta imagen presenta las fuerzas de trac- 
ción generadas por unidad de área por la superficie de un fibroblasto en 
movimiento. Las fuerzas de tracción se calculan en diferentes sitios de 
la superficie con base en el grado de deformación del sustrato (véase fig. 
7-18). La magnitud de las fuerzas de tracción se expresa con la variación 
de colores; el rojo representa las fuerzas más intensas. Las mayores fuer- 
zas se generan en sitios de pequeños, complejos focales que se forman de 
manera transitoria detrás del margen líder de la célula, donde el lameli- 
podio se extiende (flecha). La deformación en la parte posterior de la cé- 
lula (mostrada en rojo) se produce cuando el extremo frontal tira de ma- 
nera activa de la cola, la cual tiene un anclaje pasivo. (5) Un fibroblasto 


(2) 


vivo migrante presenta un lamelipodio bien desarrollado que se adhiere 
al sustrato subyacente en muchos sitios (rojo). Esta célula se expresa GFP- 
actina (verde) y se le inyectó vinculina marcada con rodamina (rojo). La 
vinculina con marca fluorescente se incorpora en los complejos focales 
puntiformes cerca del margen líder de la célula. Algunos de estos com- 
plejos focales se desarman, mientras que otros maduran hasta formar 
adhesiones focales, que se sitúan más lejos del borde de avance. (A: To- 
MADA DE KAREN A. BENINGO ET AL., J. CELL BroL. 153:885, 2001, POR 
CORTESÍA DE Yu-L1 WANG; CON AUTORIZACIÓN DE DERECHOS RESER- 
VADOS DE THE ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS; B: REIMPRESA CON 
AUTORIZACIÓN DE J. VICTOR SMALL ET AL., IMAGEN POR CORTESÍA DE 
Orca KrYLYSHKINA, NATURE Revs. MoL. CeLL Bio. 3:957, 2002; © 
CoPYRIGHT 2002, MacmILLAN Macazines, Lro.) 


muestra la presencia de moléculas rojas fluorescentes de vincu- 
lina concentradas justo detrás del borde de avance de una célula 
migratoria. La vinculina es un componente importante de las 
adhesiones focales, los sitios que contienen actina ilustrados en 
la figura 7-17. Los sitios que contienen vinculina en los que el 
borde de avance de una célula migratoria se adhiere al sustrato 
tienden a ser más pequeños y sencillos que las adhesiones focales 
maduras que se ven en las células cultivadas estacionarias muy 
extendidas y a menudo se denominan complejos focales. Los com- 
plejos focales que se forman cerca del margen líder de una célula 
móvil ejercen fuerza de tracción a través de sus filamentos de 
actina asociados y luego se desensamblan casi siempre conforme 
la célula avanza. 

Se dispone de mucha evidencia que indica que la polimeri- 
zación de la actina es el fenómeno que empuja el borde de avance 
de una célula hacia afuera (paso 1, fig. 9-69), mientras que la 
miosina (junto con los filamentos de actina) es la encargada de 
jalar el resto de la célula hacia el frente (paso 3, fig. 9-69). Es- 
tas funciones contrastantes de la actina y la miosina se ilustran 
mejor en estudios con queratocitos de peces, que son células de- 
rivadas de la epidermis que cubre las escamas de los peces. Los 
queratocitos gozan de aceptación como sistemas para estudiar 
la locomoción porque su rápido movimiento de deslizamiento 


depende de la formación de un lamelipodio muy ancho y delga- 
do. La figura 9-74 muestra un queratocito en movimiento que 
se fijó y tiñó para mostrar la actina (fig. 9-74a) y la miosina II 
(fig. 9-74b). Como se esperaba con base en la explicación previa, 
el borde de avance del lamelipodio está lleno de actina. Por otro 
lado, la miosina se concentra en una banda donde la parte trasera 
del lamelipodio se une con el resto de la célula. Las micrografías 
electrónicas de esta región muestran la presencia de cúmulos de 
pequeños filamentos bipolares de miosina II en la red de acti- 
na (fig. 9-74c). Se supone que las fuerzas contráctiles generadas 
por estas moléculas de miosina tiran del cuerpo celular detrás 
del lamelipodio líder. También se cree que la miosina I y otras 
miosinas no convencionales generan fuerzas para la locomoción 
celular en algunos organismos. 


Crecimiento axónico Ross Harrison de la Yale University 
realizó uno de los experimentos clásicos de la biología en 1907. 
Harrison retiró un pequeño fragmento de tejido del sistema ner- 
vioso en desarrollo de un embrión de rana y lo colocó en una 
diminuta gota de líquido linfático. Observó el tejido al micros- 
copio durante los días siguientes y encontró que las células ner- 
viosas no sólo permanecían saludables, sino que muchas de ellas 
desarrollaban procesos que crecían hacia el medio circundante. 
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FIGURA 9-74 Funciones de la actina y la miosina en el movimien- 
to por lamelipodio de los queratocitos de peces. (2,5) Micrografías 
por fluorescencia de un queratocito de pez que se mueve sobre una 
caja de cultivo mediante un lamelipodio ancho y aplanado. La flecha 
muestra la dirección del movimiento, que puede ocurrir a velocidades 
de 10 mm/min. La distribución de la actina filamentosa se revela 
en la parte a, que muestra la localización de la faloidina con marca 
fluorescente, que sólo se une con los filamentos de actina. La distri- 
bución de la miosina en la misma célula se revela en 4, que muestra la 
localización de los anticuerpos fluorescentes contra miosina. Resulta 


Esta no sólo fue la primera ocasión en que las células se mantu- 
vieron vivas en un cultivo hístico, sino que el experimento aportó 
evidencia importante de que los axones se desarrollan por un 
proceso de crecimiento y elongación activos. 

La punta de un axón en elongación es muy distinta del resto 
de la célula (véase fig. 9-10). Aunque la mayor parte del axón 
muestra poca evidencia externa de actividad móvil, la punta, o 
cono de crecimiento, se parece a un fibroblasto reptante de gran 
movilidad. Un análisis cuidadoso de un cono de crecimiento 
vivo revela varios tipos de procesos locomotrices: un lamelipo- 
dio aplanado y ancho que se arrastra hacia afuera sobre el estra- 
to; microespigas cortas y rígidas (fig. 9-75a) que apuntan hacia 
afuera, al borde del lamelipodio y filopodos muy alargados que 
se extienden y retraen en una exhibición continua de actividad 
móvil. La microscopia de fluorescencia muestra que todas estas 
estructuras en el dominio del cono de crecimiento están llenas de 
filamentos de actina (ilustrados en verde, fig. 9-754). Se presume 
que estos filamentos de actina son los que explican las actividades 
móviles del cono de crecimiento. Por otro lado, los microtúbulos 
llenan el axón y el dominio central del cono de crecimiento, lo 
que brinda soporte al axón delgado que se alarga. Se observa que 
varios microtúbulos individuales penetran en la periferia rica en 
actina (mostrada en naranja, fig. 9-754). Estos microtúbulos pe- 
netrantes son muy dinámicos y pueden tener una participación 
importante en la determinación de la dirección del crecimiento 
axónico. 
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evidente que el cuerpo del lamelipodio contiene filamentos de actina, 
pero carece de miosina. Por su parte, la miosina se concentra en una 
banda que se encuentra justo detrás del lamelipodio, donde se une 
con el cuerpo de la célula. (c) Dibujo que ilustra la red filamentosa de 
actina del lamelipodio y las interacciones entre actina y miosina hacia 
la parte posterior del lamelipodio. La red de actina se indica en rojo, 
las moléculas de miosina, en azul. (Por ALEXANDER B. VERKHOVS- 
KY, DE TATYANA M. SvITKINA ET AL., J]. CELL BroL. 139:397,1997; 
MEDIANTE AUTORIZACIÓN DE DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKE- 
FELLER UNIVERSITY PrEss.) 


El cono de crecimiento es una región muy móvil de la célula 
que explora su ambiente y alarga el axón. Dentro del embrión, 
los axones de las neuronas en desarrollo crecen a lo largo de tra- 
yectos definidos, siguen ciertos rasgos topográficos del sustrato 
o responden a la presencia de ciertas sustancias que se difunden 
en su camino. Los lamelipodios y los filopodos del cono de cre- 
cimiento responden a la presencia de estos estímulos físicos y 
químicos, lo que hace que los axones que buscan el camino se 
dirijan hacia los factores atrayentes y lejos de los repulsivos. La 
figura 9-76a muestra una neurona cultivada cuya punta de avan- 
ce hizo un desvío directo hacia una proteína difusible llamada 
netrina, que actúa como atrayente para los axones en crecimiento 
dentro del embrión joven. Al final el cableado correcto de todo 
el sistema nervioso depende de la asombrosa capacidad de los 
conos de crecimiento embrionarios para tomar las “decisiones” 
de dirección correcta que los conducen a los órganos que deben 
inervar. 


Cambios en la forma celular durante el desarrollo em- 
brionario Cada parte del cuerpo tiene una forma y una es- 
tructura interna características que surgen durante el desarrollo 
embrionario: la médula espinal es un tubo hueco, el riñón se for- 
ma con túbulos microscópicos, cada pulmón está compuesto por 
espacios aéreos microscópicos, etc. Se necesitan muchas activi- 
dades celulares para el desarrollo de la morfología característica 
de un órgano, inclusive cambios programados en la forma celular. 
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(a) 


FIGURA 9-75 Estructura de un cono de crecimiento: la punta móvil 
de un axón en crecimiento. (a) Imagen de video de un cono de creci- 
miento vivo. La terminación se extiende en un lamelipodio aplanado 
que se arrastra hacia adelante sobre el sustrato. Pueden verse microes- 
pigas cilíndricas (flechas) dentro del velo translúcido del lamelipodio, 
así como procesos finos llamados filopodios (puntas de flecha) que se 
proyectan hacia adelante del margen de avance del lamelipodio. La 
barra representa 5 um. (4) Micrografía por fluorescencia del cono de 
crecimiento de una neurona que muestra los filamentos de actina (ver- 


Los cambios en la forma de las células se producen sobre todo 
por cambios en la orientación de los elementos del citoesque- 
leto dentro de las células. Uno de los mejores ejemplos de este 


FIGURA 9-76 Movimientos dirigidos de un cono de crecimiento. Ima- 
gen de video de un cono de crecimiento vivo de una neurona de Xenopus 
que se desvió hacia una proteína difundible (netrina-1) liberada de una 
pipeta cuya posición se indica con la flecha. (REIMPRESA CON AUTORI- 
ZACIÓN DE ELKE STEIN Y Marc TEssIER-LAvIGNE, ScIENCE 291:1929, 
2001; O DERECHOS RESERVADOS 2001, AMERICAN ASSOCIATION FOR 
THE ADVANCEMENT OF SCIENCE.) 


(b) 


de) concentrados en el dominio periférico y los microtúbulos (naranja) 
concentrados en el dominio central. Pueden verse varios microtúbu- 
los que invaden el dominio periférico, donde interactúan con haces 
de filamentos de actina. (A: TOMADA DE PAUL FORSCHER Y STEPHEN 
J. SMITH, J. Cert Bior. 107:1508, 1988; B: TOMADA DE FENG-QUAN 
ZHou, CLARE M. WATERMAN-STORER Y CHRISTOPHER S. COHAN, 
J. Cen BroL. voL. 157 NÚM. 5, PORTADA, 2002. AMBAS MEDIANTE 
AUTORIZACIÓN DE DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNI- 
VERSITY PrEss.) 


fenómeno se ve en las etapas iniciales del desarrollo del sistema 
nervioso. 

Hacia el final de la gastrulación en los vertebrados, las cé- 
lulas externas (ectodérmicas) situadas a lo largo de la superficie 
dorsal del embrión se alargan y forman una capa epitelial alta 
llamada placa neural (fig. 9-77a,b). Las células de la placa neural 
se alargan cuando los microtúbulos se orientan con sus ejes lon- 
gitudinales en paralelo al eje de la célula (recuadro, fig. 9-774). 
Después de la elongación, las células del epitelio neural se cons- 
triñen en uno de sus extremos, lo que les da una forma de cuña 
y toda la capa de células se curva hacia adentro (fig. 9-77¢). Este 
último cambio en la forma celular se debe a la contracción de una 
banda de microfilamentos que se ensamblan en la región cortical 
de la célula, justo debajo de la membrana celular apical (recuadro, 
fig. 9-77c). Por último la curvatura del tubo neural ocasiona que 
los bordes externos se toquen uno al otro, con lo que se forma 
un tubo cilíndrico y hueco (fig. 9-77d,e) que da origen a todo el 
sistema nervioso del animal. 


REVISIÓN 


1. Enumere los diversos tipos de proteínas de unión con 
actina y una función de cada tipo. 

2. Describa los pasos que da una célula de mamífero que 
se arrastra sobre un sustrato. 

3. Describa la función de los filamentos de actina en las 
actividades del cono de crecimiento de una neurona. 
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FIGURA 9-77 Etapas iniciales en el 
desarrollo del sistema nervioso de los 
vertebrados. (a-d) Esquemas de los 
cambios en la forma celular que hacen 
que una capa de células endodérmicas 
aplanadas en la región dorsal media del 
embrión rueden para formar un tubo 
neural. Se cree que el cambio inicial en 
la altura de las células está impulsado 
por la orientación y la elongación de 
los microtúbulos, mientras que el roda- 
miento de la placa para formar un tubo 
está impulsado por las fuerzas contrác- 
tiles generadas por los filamentos de 
actina en los extremos apicales de las 
células. (e) Micrografía electrónica de 
barrido de un embrión de pollo du- 
rante el plegamiento de la placa neural 
para formar un tubo. (E: CORTESÍA DE 
KarHrYN W. Tosney.) 


El citoesqueleto se compone de tres tipos distintos de estructuras 
fibrosas: microtúbulos, filamentos intermedios y microfilamentos 
(filamentos de actina), que participan en varias actividades celu- 
lares. Los elementos del citoesqueleto funcionan en conjunto como 
un soporte estructural que ayuda a mantener la forma de la célula; 
como una red interna encargada de colocar los diversos organelos en 
el interior de la célula, como parte de la maquinaria necesaria para el 
movimiento de materiales y organelos dentro de las células y como 


elementos generadores de fuerza encargados del movimiento celular 
de un sitio a otro (pág. 318). 


Los microtúbulos son estructuras tubulares huecas de 25 nm de 
diámetro que se ensamblan de la proteína tubulina y, además del 
citoesqueleto, forman parte del huso mitótico, los centriolos y el 
centro de los cilios y los flagelos. Los microtúbulos son polímeros 
ensamblados con heterodímeros alfa-beta de tubulina que se dispo- 
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nen en hileras, o protofilamentos. Muchas de las propiedades de los 
microtúbulos, incluida su estabilidad y capacidades de interacción, 
están influenciadas por miembros de un grupo de proteínas relacio- 
nadas con microtúbulos (MAP). Por su rigidez, los microtúbulos a 
menudo actúan como soporte, en forma parecida a las vigas de acero 
que sostienen un edificio alto. El papel estructural de los microtúbu- 
los es más evidente al examinar los procesos muy alargados, como los 
axones, que están llenos de microtúbulos orientados en paralelo al 
eje longitudinal de la prolongación. Los microtúbulos también par- 
ticipan en actividades tan diversas como el depósito de celulosa en la 
pared de una célula vegetal; el mantenimiento de la posición de los 
organelos membranosos de la vía biosintética, inclusive el aparato de 
Golgi y el retículo endoplásmico y en el movimiento de vesículas y 
otros materiales entre el cuerpo celular y las terminaciones axónicas 


de la célula nerviosa (pág. 324). 


Tres familias de proteínas motoras están identificadas y caracte- 
rizadas: cinesinas y dineínas, que se mueven a lo largo de los mi- 
crotúbulos y miosinas, que se mueven a lo largo de los microfila- 
mentos. Las proteínas motoras son capaces de convertir la energía 
química almacenada en el ATP en energía mecánica que se emplea 
para mover cargamentos celulares unidos al motor. Las fuerzas se ge- 
neran cuando los cambios en la conformación de la proteína motora 
se vinculan con un ciclo químico que implica la unión y la hidrólisis 
de nucleótidos y la liberación de los productos unidos (pág. 327). 


En la mayor parte de los casos, las cinesinas y la dineína citoplás- 
mica mueven materiales a lo largo de microtúbulos en sentidos 
opuestos. Tanto la cinesina como las dineínas citoplásmicas son 
grandes proteínas motoras con cabezas globulares que interactúan 
con los microtúbulos y funcionan como máquinas generadoras de 
fuerza y un sitio contrario a la cabeza que se une con los tipos especí- 
ficos de cargamento que se transporta. La cinesina mueve materiales 
hacia el extremo más de un microtúbulo, la dineína citoplásmica lo 
hace hacia el extremo menos. La cinesina participa en el movimien- 
to de las vesículas derivadas del retículo endoplásmico, los endoso- 
mas, los lisosomas y los gránulos secretores y se demostró que es la 
principal proteína motora que media el transporte anterógrado en 


un axón (del cuerpo celular al final del axón) (pág. 330). 


La nucleación in vivo de los microtúbulos se produce en diver- 
sos centros de organización de microtúbulos (MTOC). En las 
células animales, los microtúbulos del citoesqueleto casi siempre se 
forman en el centrosoma, una estructura compleja que contiene dos 
centriolos con forma de barril rodeados por material pericentriolar 
electrodenso y amorfo. Los centriolos contienen nueve fibrillas es- 
paciadas de manera uniforme, cada una de las cuales se forma con 
tres microtúbulos y por lo general en pares, cuyos integrantes están 
orientados en ángulo recto uno con respecto al otro. Los microtúbu- 
los suelen dispersarse desde el material pericentriolar, que contiene los 
componentes necesarios para la nucleación de los microtúbulos. 
Los microtúbulos que forman las fibras de un cilio o flagelo se ori- 
ginan del cuerpo basal, que en esencia tiene la misma estructura que 
el centriolo. Los centrosomas, cuerpos basales y otros MTOC com- 
parten una proteína común llamada tubulina-y, que tiene un papel 
clave en la nucleación de los microtúbulos (pág. 333). 


Los microtúbulos del citoesqueleto son polímeros dinámicos que 
se someten a acortamiento, elongación, desensamble y nuevo en- 
samble. El desensamble del citoesqueleto microtubular puede in- 
ducirse con varios agentes, como colchicina, frío y concentraciones 
elevadas de Ca?*. Por lo general los microtúbulos del citoesqueleto 
se desensamblan antes de la división celular y las subunidades de 
tubulina se reensamblan como parte del huso mitótico. Este proceso 
de desensamble y reensamble se revierte después de la división. En 
cualquier momento específico, algunos microtúbulos del citoesque- 


leto aumentan de longitud mientras que otros se encogen. Cuando 
los microtúbulos individuales se siguen en el tiempo, se observa que 
van y vienen por fases de crecimiento y acortamiento, un fenómeno 
que se conoce como inestabilidad dinámica. Tanto el crecimiento 
como el encogimiento ocurren sobre todo, si no es que de manera 
exclusiva, en el extremo más del polímero, el extremo opuesto al 
MTOC. Los dímeros de tubulina que se polimerizan en un mi- 
crotúbulo contienen una molécula de GTP que se hidroliza poco 
después de su incorporación al polímero. Durante los periodos de 
polimerización rápida, la hidrólisis del GTP unido a los dímeros 
de tubulina incorporados se retrasa hasta después de la incorpora- 
ción de nuevos dímeros, de modo que el extremo del microtúbulo 
contiene una tapa de dímeros tubulina-GT'P que favorece la adición 
de más subunidades y el crecimiento del microtúbulo. La concen- 
tración de Ca?” y la presencia de MAP específicas también pueden 
regular el ensamble y el desensamble (pág. 335). 


Los cilios y flagelos contienen una estructura central, el axone- 
ma, que se compone de un conjunto de microtúbulos que sostie- 
nen el organelo que sobresale de la superficie celular y provee la 
maquinaria para generar las fuerzas para la locomoción. El corte 
transversal permite ver que un axonema consiste en nueve parejas 
externas de microtúbulos (un microtúbulo A completo y un micro- 
túbulo B incompleto) que rodean a un par de microtúbulos indi- 
viduales. Un par de brazos se proyecta del microtúbulo A de cada 
pareja. Los brazos están formados por dineína ciliar, una proteína 
motora encargada de usar la energía que libera la hidrólisis del ATP 
para generar la fuerza necesaria para el batir de los cilios y los fla- 
gelos. Esto se logra cuando los brazos de dineína de una pareja se 
unen con el microtúbulo B de la pareja vecina y luego presentan un 
cambio de conformación que ocasiona el deslizamiento del micro- 
túbulo A, hasta una distancia perceptible. El deslizamiento en un 
lado del axonema se alterna con el deslizamiento del otro lado, de 
manera que parte de cilio o flagelo se dobla primero en una dirección 
y luego en la contraria. El deslizamiento de los microtúbulos ya se 
demostró en forma directa mediante la unión de cuentas a la parejas 
de axonemas sin membrana para seguir sus movimientos relativos 
durante la reactivación (pág. 339). 


Los filamentos intermedios (IF) son estructuras citoesqueléticas 
parecidas a cuerdas de unos 10 nm de diámetro que, según el tipo 
celular, pueden formarse por varias subunidades proteínicas dis- 
tintas capaces de ensamblarse en tipos similares de filamentos. A 
diferencia de los microtúbulos, los filamentos intermedios están for- 
mados por bloques de construcción asimétricos (subunidades tetra- 
méricas) que se ordenan en filamentos que carecen de polaridad. Los 
TF resisten las fuerzas de tensión y son hasta cierto punto insolubles; 
aún así, como los otros dos tipos de elementos citoesqueléticos, son 
estructuras dinámicas que incorporan con rapidez las subunidades 
con marcas fluorescentes que se inyectan en la célula. Se cree que 
el ensamble y el desensamble están controlados sobre todo por la 
fosforilación y la desfosforilación. Parece que los IF proporcionan 
estabilidad mecánica a las células y son necesarios para algunas fun- 
ciones especializadas de tejidos particulares (pág. 347). 


Los filamentos de actina (o microfilamentos) tienen 8 nm de 
diámetro, están formados por un polímero helicoidal doble de la 
proteína actina y tienen una función primordial en todos los tipos 
de contractilidad y motilidad celular. Según el tipo de célula y su 
actividad, los filamentos de actina pueden organizarse en conjuntos 
muy ordenados, en redes laxas y poco definidas o en paquetes muy 
ajustados. A menudo los filamentos de actina se identifican por su 
capacidad para unirse con el fragmento S1 de miosina, que también 
revela la polaridad del filamento. Aunque ambos extremos de un 
filamento de actina pueden ganar o perder subunidades, el extremo 


barbado (o más) del filamento es el sitio preferido para la adición 
de subunidades y el extremo afilado (o menos) es el sitio preferen- 
cial para la pérdida de las mismas. Para incorporarse en el extremo 
creciente de un filamento, una subunidad de actina debe estar unida 
con un ATP, que se hidroliza poco después de su incorporación. Las 
células mantienen un equilibrio dinámico entre las formas monomé- 
ricas y poliméricas de la actina, el cual puede alterarse por cambios 
en diversas condiciones locales. La participación de los filamentos de 
actina en un proceso particular es más fácil de probar si las células 
se tratan con citocalasina, que fomenta la despolimerización del fila- 
mento, o con faloidina, que impide el desensamble y la participación 
en actividades dinámicas (pág. 351). 


Las fuerzas que se encargan de los procesos dependientes de 
microfilamentos pueden generarse mediante el ensamble del fi- 
lamento de actina o, más a menudo, como resultado de la inter- 
acción con la proteína motora miosina. La propulsión de ciertas 
bacterias a través del citoplasma de un fagocito infectado es un pro- 
ceso impulsado por la polimerización de la actina. Las miosinas casi 
siempre se dividen en dos clases: las miosinas convencionales (tipo 
IT) y las no convencionales (tipos I y IH a XVIII). La miosina II es 
el motor molecular que genera la fuerza en varios tipos de tejidos 
musculares y también diversas actividades extramusculares, inclusive 
la citocinesis. Las moléculas de miosina II contienen una larga cola 
cilíndrica unida a una de las dos cabezas globulares. Las cabezas se 
unen al filamento de actina, hidrolizan el ATP y experimentan los 
cambios de conformación necesarios para generar la fuerza. Se cree 
que el cuello actúa como brazo de palanca que amplifica los cambios 
en la conformación de la cabeza. La cola fibrosa media el ensam- 
ble de la miosina en los filamentos bipolares. La mayor parte de 
las miosinas no convencionales tienen una sola cabeza y dominios 
de cola variables; se cree que participan en la movilidad celular y el 
transporte de organelos (pág. 354). 


La contracción de una fibra de músculo estriado se debe al desli- 
zamiento de filamentos delgados de actina hacia el centro de las 
sarcómeras individuales de una miofibrilla y está impulsada por 
las fuerzas generadas en los puentes cruzados de la miosina que 
se extienden a partir de los filamentos gruesos. Los cambios que 
ocurren durante el acortamiento de una fibra muscular se reflejan 
en los cambios en el patrón de bandas de las sarcómeras, ya que las 
líneas Z de las orillas de la sarcómera se mueven hacia los bordes 
externos de las bandas A. La contracción se inicia cuando un im- 
pulso penetra al interior de la fibra muscular junto con los túbulos 
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transversos membranosos, lo que estimula la liberación de Ca?* de 
los sitios de almacenamiento en el retículo sarcoplásmico (SR). La 
unión de iones de calcio con las moléculas de troponina de los fila- 
mentos delgados produce un cambio en la conformación que mueve 
las moléculas de tropomiosina a una posición que expone los sitios 
para unión con miosina que las subunidades de actina del filamento 
delgado tienen. La interacción posterior entre la miosina y la actina 
inicia el deslizamiento del filamento (pág. 359). 


La motilidad y la contractilidad extramusculares dependen de 
alguna de las proteínas que se encuentran en las células muscu- 
lares, pero se disponen en configuraciones menos ordenadas, más 
lábiles y transitorias. La motilidad extramuscular depende de la 
actina, casi siempre junto con la miosina. La motilidad no mus- 
cular depende de la actina, casi siempre en conjunto con miosina. 
La organización y comportamiento de los filamentos de actina de- 
pende de diversas proteínas de unión con actina que influyen en el 
ensamble de los filamentos de actina, sus propiedades físicas y sus 
interacciones entre sí y con otros organelos celulares. En la lista se 
incluyen proteínas que secuestran monómeros de actina e impiden 
su polimerización; proteínas que forman una tapa sobre un extremo 
de un filamento de actina, lo cual puede bloquear el crecimiento del 
filamento o causar el desensamble del mismo; proteínas que forman 
enlaces cruzados entre los filamentos de actina para formar haces, 
mallas laxas o geles tridimensionales; proteínas que cortan los fila- 
mentos de actina y proteínas que vinculan a los filamentos de actina 
con la superficie interna de la membrana plasmática (pág. 365). 


Los ejemplos de movilidad y contractilidad extramuscular com- 
prenden el arrastramiento de las células sobre un sustrato y el cre- 
cimiento axónico. Por lo general el arrastramiento celular se efectúa 
mediante una proyección aplanada, similar a un velo, llamada lame- 
lipodio, que se forma en el borde de avance de la célula. Cuando el 
lamelipodio sobresale de la célula, se adhiere al sustrato subyacente 
en puntos específicos y esto brinda sitios de anclaje temporal para 
que la célula se arrastre sobre ellos. La protrusión del lamelipodio se 
acompaña de nucleación y polimerización de los filamentos de actina 
y su relación con varios tipos de proteínas de unión con la actina. Las 
fuerzas necesarias para la protrusión del lamelipodio provienen de la 
polimerización de la actina. La punta del axón en crecimiento con- 
siste en un cono de crecimiento, que se parece a un fibroblasto móvil 
reptante; contiene varios tipos de procesos locomotores, como un la- 
melipodio, microespigas y filopodos. El cono de crecimiento explora 
el ambiente y alarga el axón por el trayecto apropiado (pág. 368). 


PREGUNTAS ANALTICAS > 


1. Si se tirara de una miofibrilla de manera que la longitud de las 
sarcómeras aumentara casi 50%, ¿qué efecto se esperaría que 
esto tuviera en la capacidad contráctil de la miofibrilla? ¿Por 
qué? ¿Qué efectos ejercería sobre las bandas H, A e I? 


2. Mencione tres sustancias diferentes con marca radiactiva o 
fluorescente que pueden inyectarse en una célula y que marca- 
rían los microtúbulos celulares sin marcar los otros elementos 
del citoesqueleto. 


3. ¿Cuáles son los dos tipos de motilidad extramuscular que per- 
manecerían intactos por los anticuerpos contra la miosina I y la 
miosina II? ¿Por qué? 

4. Un centriolo contiene 
y un cilio contiene 


microtúbulos completos 
microtúbulos completos. 


5. Los microtúbulos pueden formarse in vitro a partir de tubulina 


unida con análogos de GTP que (a diferencia del GTP) no 


pueden hidrolizarse. ¿Qué propiedades se esperaría que tuvie- 
ran estos microtúbulos? 


6. Enumere dos cosas que cambiarían el equilibrio dinámico de 
una preparación in vitro de tubulina y microtúbulos hacia la 
formación de microtúbulos. Mencionar dos tratamientos que 
modificarían el equilibrio en la dirección contraria. 


7. Se mencionó que el axonema ciliar o flagelar sin membrana es 
capaz de moverse con frecuencia y patrón normales. ¿Puede 
concluirse que la membrana plasmática no es importante para 
la función ciliar o flagelar? 


8. Como las vesículas citoplásmicas se mueven en ambos sentidos 
dentro de un axón, ¿puede concluirse que algunos microtúbulos 
están orientados con sus extremos más hacia la terminación del 
axón y otros se orientan con la polaridad contraria? ¿Por qué sí 
o por qué no? 
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9. 


10. 


11. 


12. 


13. 


14. 


15. 


¿Habría acuerdo en cuanto a la declaración de que el centroso- 
ma desempeña una función crucial para establecer el ritmo de 
alargamiento y acortamiento de los microtúbulos de una célula 
animal? ¿Por qué sí o por qué no? 

Si se comparara la estructura molecular de la cinesina y la mio- 
sina, que se cree evolucionaron de una proteína ancestral co- 
mún, ¿qué partes (cabezas o colas) se esperaría que tuvieran 
más similitud entre ellas? ¿Por qué? 


La figura 9-304 muestra la apariencia del corte transversal de 
un axonema ciliar cortado en la parte inferior del cilio. ¿Qué 
diferencias tendría la imagen de un corte transversal si se hu- 
biera hecho muy cerca de la punta de un cilio al principio del 
movimiento de recuperación? 


Si una molécula individual de cinesina puede moverse a una ve- 
locidad de 800 nm/s en una prueba de movilidad in vitro, ¿cuál 
es el ritmo máximo de recambio (moléculas de ATP hidroliza- 
das por segundo) mediante uno de los dominios motores de la 
molécula? 


¿Por qué supone que puede aprenderse más respecto a la diná- 
mica de los microtúbulos con la inyección de tubulina fluores- 
cente en una célula que con tubulina con marca radiactiva? ¿Se 
podría pensar en una pregunta que se respondiera mejor con la 
tubulina con marca radiactiva? 


Supóngase que se descubrió que un ratón que carece de copias 
del gen para cinesina convencional no parece mostrar efectos 
adversos y vive hasta la vejez. ¿Qué se concluiría acerca de la 
función de la cinesina en la locomoción intracelular? 


¿Qué tipo de tejido de vertebrados se esperaría que fuera una 

excelente fuente de tubulina?, ¿y de actina?, ¿y de queratina? 
dy ¿y de q 

¿Qué proteína cabría esperar que fuera la menos soluble y la 


16. 


17. 


18. 


19. 


20. 


más difícil de extraer? ¿Qué tipos de proteína se esperaría en- 
contrar como contaminantes en una preparación de tubulina?, 
¿cuáles en una preparación de actina? 


La actina es una de las proteínas mejor conservadas durante 

la evolución. ¿Qué significa esto respecto a la estructura y la 
e 

función de esta proteína en las células eucariotas? 


De acuerdo con los datos de secuencias genómicas, la dineína 
citoplásmica está ausente en algunas plantas (p. ej., Arabidop- 
sis) y sí se encuentra en otras (p. ej., arroz). ¿Sorprende este 
hallazgo? ¿Qué más podría hacerse para confirmar o rechazar 
esta declaración? ¿Cómo es posible que las células de plantas 
superiores operen sin dineína citoplásmica? 


La acción de la miosina II (fig. 9-61) difiere de la de la cinesina 
(fig. 9-15) en que una de las cabezas de cinesina siempre está en 
contacto con un microtúbulo, mientras que ambas cabezas de 
la miosina se desprenden por completo del filamento de actina. 
¿De qué forma se relacionan estas diferencias con los dos tipos 
de actividades motoras en las que participan estas proteínas? 


Se cree que los núcleos de los microtúbulos de un axón se for- 
man en el centrosoma, luego se cortan de su sitio de nucleación 
y se mueven hacia el axón. En el texto se mencionó que la di- 
neína citoplásmica es la encargada del movimiento retrógrado 
de organelos en los axones, aunque también se piensa que este 
mismo motor media el movimiento anterógrado de los micro- 
túbulos en estos mismos procesos celulares. ¿Cómo es posible 
que el mismo motor dirigido hacia el extremo menos participe 
en los movimientos en ambos sentidos? 


Las proteínas motoras a menudo se describen como meca- 
noenzimas. ¿Por qué? ¿Podría aplicarse este mismo término 
virtualmente a todas las enzimas? ¿Por qué sí o por qué no? 
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1 concepto de gen ha sufrido una notable evolución a medida que los 

biólogos han aprendido más acerca de la naturaleza de la herencia. Los 

estudios iniciales revelaron que los genes son factores retenidos a través 
de la vida de un organismo que pasan a su progenie. Después de estos hallazgos se 
puso en evidencia, en la siguiente mitad del siglo pasado, que estos factores hereditarios 
residían en los cromosomas y estaban formados por el DNA (ácido desoxirribonuclei- 
co), una macromolécula con propiedades extraordinarias. En la figura 10-1 se presenta 
un panorama amplio de algunos de los primeros acontecimientos fundamentales a lo 
largo de este singular viaje de descubrimientos, coronado por la descripción de la es- 
tructura helicoidal doble del DNA en 1953. En los decenios que siguieron a este pun- 
to de inflexión, una rama importante de la biología molecular comenzó a concentrarse 
en el genoma, que es el cuerpo colectivo de información genética presente en una 
especie. Un genoma contiene todos los genes necesarios para “construir” un organismo 
específico. Durante la última década poco más o menos, la colaboración de muchos 
laboratorios en todo el mundo ha permitido descubrir las secuencias completas de nu- 
cleótidos de muchos genomas distintos, incluido el de nuestra propia especie y el ge- 
noma del chimpancé, nuestro pariente vivo más cercano. Por primera vez en la historia 
del ser humano, disponemos de los medios para reconstruir la trayectoria genética de 
la evolución humana comparando regiones correspondientes del genoma de organis- 
mos afines. Es posible descubrir cuáles regiones de nuestro genoma han sido duplica- 


Modelo del DNA que elaboraron James Watson y Francis Crick de la Cambridge University en 
1953. El recuadro muestra la foto tomada por Rosalind Franklin del patrón de difracción de rayos 
X de una fibra de DNA que sugería la estructura helicoidal del DNA. (CORTESÍA DE SCIENCE 
& SOCIETY PICTURE LIBRARY, SCIENCE MUSEUM, LONDON; RECUADRO: REIMPRESO CON 
AUTORIZACIÓN DE R. E. FrANKLIN Y R. G. GosLin, Nature 171:740, 1953. © 1953 por 
MacmiLLaN MAGazINEs LIMITED.) 
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FIGURA 10-1 Sinopsis de los descubrimientos más importantes de la naturaleza del gen. Cada uno se analiza en este capítulo. 


das y cuáles se han perdido desde que nos separamos a partir de 
un ancestro común; puede observarse cuáles nucleótidos de un 
gen o de una región reguladora específicos han sufrido cambio 
y cuáles han permanecido constantes; lo que es más importante, 
es posible inferir cuáles partes de nuestro genoma se han visto 
sujetas a la selección natural y cuáles son producto del azar en el 
transcurso del tiempo. También ha comenzado a utilizarse esta 
información para descubrir más acerca de nuestra historia como 
especie: cuándo y de dónde surgimos, cómo nos relacionamos 
unos con otros, y cómo llegamos a ocupar las regiones de la 
Tierra que habitamos. E 


10.1 CONCEPTO DE GEN COMO 
UNIDAD DE LA HERENCIA 


Como ciencia, la genética apareció alrededor del año 1860 con 
el trabajo de Gregor Mendel, un fraile del monasterio de St. 
Thomas localizado hoy en día en la República Checa. El labo- 
ratorio de Mendel fue un pequeño jardín plantado en el huerto 
del monasterio. No se sabe exactamente cuál fue el motivo de 
Mendel para comenzar sus estudios, pero es evidente que tenía 
en mente un plan experimental claro: su objetivo era emparejar, 
o cruzar, plantas de guisantes con distintas características here- 
dables e identificar el patrón con el que se transmitían estas ca- 
racterísticas a la descendencia. Mendel seleccionó al guisante de 
jardín por diferentes razones prácticas, sobre todo porque podía 
obtener una gran variedad de semillas que germinarían plantas 
con rasgos distintos. Mendel decidió enfocarse en siete caracte- 
res o rasgos muy definibles, como la altura de la planta y el color 
de sus flores, estos últimos aparecidos en dos formas alternativas 
reconocibles con claridad (cuadro 10-1). Después de varios años 
de cuidadosos estudios, durante los cuales cultivó y cruzó sus 


plantas durante varias generaciones y contó el número de indi- 
viduos que mostraban diferentes características, Mendel llegó a 
las siguientes conclusiones, que se describen con la terminología 
genética actual: 


1. Las características de las plantas dependían de factores (o 
unidades) de herencia, que más tarde llamó genes. Cada 
planta poseía dos copias del gen que controla el desarrollo 
de cada rasgo, una derivada de cada progenitor. Los dos ge- 
nes podían ser idénticos o no. Más tarde, estas dos formas 
alternativas de genes se conocieron como alelos. Para cada 
uno de los siete rasgos estudiados uno de los dos alelos do- 
minaba sobre el otro. Si ambos aparecían juntos en la misma 
planta, el alelo dominante enmascaraba la existencia del re- 
cesivo. 


2. Cada célula germinativa (o gameto) generada por una planta 
sólo tenía una copia del gen correspondiente a cada caracte- 
rística. Un gameto en particular contiene el alelo recesivo o 
dominante para cada uno de los rasgos determinantes, pero 
no los dos alelos. Cada planta se origina por la unión de un 


CUADRO 10-1 Siete características de los guisantes de Mendel 


Característica Alelo dominante Alelo recesivo 


Altura de la planta Alta Baja 

Color de la semilla Amarilla Verde 

Forma de la semilla Redonda Angular (rugosa) 

Color de las flores Púrpura Blanco 

Posición de las flores A lo largo del tallo En los extremos del 
tallo 

Color de la vaina Verde Amarillo 

Forma de la vaina Llena Arrugada 


gameto masculino con uno femenino. Por consiguiente, de 
los alelos que determinan cada rasgo en una planta, uno se 
hereda del progenitor femenino y el otro del masculino. 


3. En cada planta los dos alelos que controlan un rasgo perma- 
necen unidos durante toda la vida, pero se separan (o segre- 
gan) durante la formación de los gametos. Esta referencia es 
la base de la “ley de la segregación” de Mendel. 


4. La separación de los dos alelos correspondientes de un rasgo 
no tiene efecto sobre la separación de los alelos de otro ras- 
go, es decir, que son independientes. Por ejemplo, un gameto 
específico puede recibir un gen paterno que controla el color 
de la semilla y un gen materno que controla la forma de dicha 
semilla. Este dato se basa en la “ley de la permutación inde- 
pendiente” de Mendel. 


Mendel presentó los resultados de su trabajo de investi- 
gación a los miembros de la Sociedad de Historia Natural de 
Briinn, Austria; las actas de sus sesiones no registran comentario 
alguno de esta presentación. Mendel publicó sus experimentos 
en la revista de dicha entidad en 1866, pero no suscitaron ningún 
interés sino hasta el año 1900, 16 años después de su muerte. En 
ese año, tres botánicos europeos llegaron a las mismas conclusio- 
nes de manera independiente y los tres descubrieron las publica- 
ciones de Mendel olvidadas durante 35 años en los armarios de 
muchas bibliotecas de toda Europa. 


10.2 CROMOSOMAS: PORTADORES FÍSICOS 
DE LOS GENE 


Aunque Mendel suministró datos convincentes de que factores 
independientes, o genes, controlaban los rasgos hereditarios, en 
sus estudios no se preocupó en absoluto de la naturaleza física de 
estos elementos o su localización dentro del organismo. Durante 
el tiempo transcurrido entre el trabajo de Mendel y su descu- 
brimiento, algunos biólogos se ocuparon de este aspecto de la 
herencia (las bases físicas de ésta dentro de la célula). 


Descubrimiento de los cromosomas 


Alrededor del año 1880, diferentes biólogos europeos observa- 
ban con atención la actividad de las estructuras celulares recién 
evidenciadas con los microscopios ópticos, que mejoraban con 
rapidez. Estos científicos no conocían el trabajo de Mendel, pero 
concluyeron que cualquier factor que gobernara las característi- 
cas heredadas debía pasar de una célula a la otra y de una genera- 
ción a la siguiente. Esta inferencia, por sí misma, es fundamental; 
toda la información genética necesaria para generar y conservar 
una planta o animal complejo debe estar por completo dentro 
de una sola célula. Las observaciones efectuadas sobre células en 
división que llevó a cabo el biólogo alemán Walther Flemming 
en los primeros años de la década de 1880 revelaron que los ele- 
mentos del contenido citoplásmico permanecen en una u otra 
células hijas al azar, lo que dependía sólo del plano a través del 
cual pasara el surco que divide a la célula. Por el contrario, había 
al parecer notoria tendencia a que el contenido del núcleo se 
dividiera por igual entre las dos células hijas. Durante la división 
celular, el material del núcleo se organizaba en “filamentos” vi- 
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sibles, que se denominaron cromosomas, término que significa 
“corpúsculos coloreados”. 

Por aquel tiempo se observó el proceso de fecundación y se 
describió el papel de los dos gametos (espermatozoide y óvulo) 
(fig. 10-2). Aunque el espermatozoide es una célula diminuta, se 
sabe que tiene igual importancia genética que el óvulo, de tama- 
ño mucho mayor. ¿Qué tienen en común estas dos células tan 
diferentes? El núcleo y sus cromosomas son las características 
más distinguibles. La importancia de los cromosomas aportados 
por el elemento masculino se manifestó en el estudio que efec- 
tuó el biólogo alemán Theodore Boveri en huevos de erizo de 
mar, fecundados con dos espermatozoides en vez de uno, como 
sucede en condiciones normales. Esta situación, conocida co- 
mo foliespermia, se caracteriza por alteración de la división celu- 
lar y la muerte temprana del embrión. ¿Por qué la presencia de 
un núcleo adicional del espermatozoide tan pequeño dentro del 
ovocito mucho más grande tiene tan evidentes consecuencias? El 
segundo espermatozoide dona un grupo adicional de cromoso- 
mas y otro centriolo (pág. 333). Estos componentes redundantes 
propician una división celular anormal en el embrión durante la 
cual las células hijas reciben diferentes números de cromosomas. 
Boveri concluyó que el proceso ordenado del desarrollo normal 
es “dependiente de una combinación particular de cromosomas 
y esto sólo puede significar que los cromosomas individuales de- 
ben poseer diferentes cualidades”. Ésta fue la primera evidencia 
de una diferenciación cualitativa entre los cromosomas. 

Los sucesos que tienen lugar después de la fecundación se 
observaron con más detalle en el gusano redondo Ascaris sp., cu- 
yos escasos cromosomas son grandes y fáciles de observar, sea en 
el siglo xix o ahora en los laboratorios para estudiantes de bio- 
logía. En 1883, el biólogo belga Edouard van Beneden observó 
que las células del cuerpo del gusano poseían cuatro cromosomas 


Segundo cuerpo polar 
Pronúcleo materno 


Pronúcleo 
ar PAER S (e) 
(d) P) 


FIGURA 10-2 Sucesos que ocurren después de la fecundación del ne- 
matodo Ascaris, tal y como lo notificaron las investigaciones clásicas del 
siglo xIx. Los gametos masculino y femenino contienen dos cromoso- 
mas. La fusión del esperma y el núcleo del huevo (llamado pronúcleo) 
en el citoplasma del huevo (entre e y f) produce un cigoto que contiene 
cuatro cromosomas. El segundo cuerpo polar que se muestra en a es un 
producto de la meiosis previa, como se describe en la sección 14.3. (To- 
MADA DE T. Bover1, JeNAISCHE ZEIT 22:685, 1888.) 
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grandes, pero los núcleos masculino y femenino presentes en el 
huevo justo después de la fecundación (antes de la fusión de los 
dos núcleos) sólo poseían dos cromosomas cada uno (fig. 10-2). 
Alrededor de esos años se describió el proceso de la meiosis y 
en 1887 el biólogo alemán August Weismann propuso que la 
meiosis incluía una “división reducida” durante la cual el número 
de cromosomas disminuía a la mitad después de la formación de 
los gametos. Si la división de reducción no ocurría, y cada game- 
to contenía el mismo número de cromosomas, como una célula 
adulta, entonces la unión de los dos gametos debería doblar el 
número de cromosomas en las células de la progenie. El número 
de cromosomas debería duplicarse con cada nueva generación, lo 
cual desde luego no puede suceder. 


Cromosomas como portadores 
de la información genética 


El redescubrimiento del trabajo de Mendel y su confirmación 
tuvieron una inmediata influencia en la investigación de la bio- 
logía celular. Cualquiera que fuera su naturaleza física, los por- 
tadores de las unidades de herencia tenían que correlacionarse 
de manera coherente con los principios mendelianos. En 1903, 
Walter Sutton, graduado de la Columbia University, publicó un 
artículo en el que destacó de manera directa a los cromosomas 
como portadores físicos de los factores genéticos de Mendel. 
Sutton observó la formación de células en el espermatozoide del 
saltamontes que, al igual que en el del Ascaris sp., tiene cromoso- 
mas grandes y de fácil observación. En las células germinales de 
la gónada masculina ocurren dos tipos de divisiones: la mitótica, 
mediante la cual las espermatogonias producen más espermato- 
gonias, y la meiótica, durante la que la espermatogonia genera 
espermatozoides (fig. 14-41). Durante la observación de los esta- 
dos de mitosis del espermatozoide del saltamontes, Sutton cuan- 
tificó 23 cromosomas. El examen minucioso de la forma y tama- 
ño de los 23 cromosomas sugirió que se presentaban en pares 
“al parecer idénticos”. Se distinguieron 11 pares de cromosomas 
junto con un cromosoma adicional, llamado cromosoma accesorio 
(con posterioridad se demostró que se trataba del cromosoma X 
determinante del sexo), que no tenía pareja o estaba solo. Sutton 
comprobó que la presencia de pares de cromosomas, o cromoso- 
mas homólogos como pronto se los denominó, se correlacionaba 
perfectamente con los pares de factores hereditarios descubiertos 
por Mendel. 

Cuando Sutton examinó los cromosomas en las células, jus- 
to al inicio de la meiosis, encontró que los miembros de cada 
par de cromosomas se vinculaban uno con otro y formaban un 
complejo bivalente. Se reconocieron 11 estructuras bivalentes, 
cada una con una línea de relación transversa, en la que los dos 
cromosomas homólogos estaban unidos (fig. 10-3). La primera 
división meiótica aseguraba la separación de los dos cromosomas 
homólogos dentro de células diferenciadas. Ésta fue la división 
de reducción que había propuesto 15 años antes Weismann en 
sus trabajos teóricos. De nueva cuenta, se trataba de la base físi- 
ca de la propuesta de Mendel acerca de la existencia de parejas 


“Para recordar algunas de las fases que ocurren durante la meiosis, el lector puede 
consultar la sección 14.3, que describe los pasos iniciales del ciclo de vida de un 
organismo eucariota. 


FIGURA 10-3 Cromosomas homólogos. Esquema de Sutton de los 
cromosomas homólogos del saltamontes macho, vinculados durante la 
profase meiótica para formar bivalentes. Se observan once pares de cro- 
mosomas homólogos (4-2) y un cromosoma X no pareado. (TOMADA DE 


W. S. Surron, BroL. But. 4:24, 1902.) 


de factores hereditarios que permanecen unidos durante toda la 
vida de un individuo, pero que se separan durante la formación 
de los gametos. La división de reducción observada por Sutton 
explicó algunos otros hallazgos de Mendel: los gametos sólo con- 
tienen una versión de cada gen (alelo); el número de alelos que 
posee cada gameto es igual al número de alelos con el gameto 
homólogo; y los dos gametos que se unen durante la fecundación 
producen un individuo con dos alelos para cada rasgo. Empero, 
aún persistían muchas interrogantes sin respuesta. Por ejemplo, 
¿cómo se organizan los genes en los cromosomas? y ¿podría de- 
terminarse el sitio donde se localizan los genes específicos? 


Los cromosomas como grupo de ligamiento Con la mis- 
ma claridad que percibió la relación entre la función de los cro- 
mosomas y los resultados de Mendel en las plantas de guisantes, 
Sutton halló también un problema fascinante. Mendel observó 
la herencia de siete rasgos y encontró que cada uno se heredaba 
de forma independiente respecto de los otros. Esta fue la base de 
la ley de la permutación independiente de Mendel. Sin embargo, 
si los genes permanecían unidos dentro de los cromosomas, al 
igual que las cuentas de un rosario, entonces un progenitor debía 
pasar cromosomas enteros a su descendencia, esto es, con gru- 
pos de genes. Los genes en un mismo cromosoma debían actuar 
como si estuvieran ligados entre sí, es decir, formar parte de un 
mismo grupo de ligamiento. 

¿De qué manera los siete rasgos de Mendel se permutaron 
de modo independiente?, ¿se encontraban todos sobre diferen- 
tes grupos unidos, esto es, diferentes cromosomas? Si ése fuera 
el caso, el guisante de jardín debía poseer siete pares diferentes 
de cromosomas homólogos. Los genes que controlan cada ras- 
go estudiado por Mendel pueden identificarse en cromosomas 
diferentes o estar separados en el mismo cromosoma y actuar 
de manera independiente (pág. 385). La predicción de Sutton 
acerca de grupos ligados pasó pronto de una mera conjetura a un 


hecho. En apenas dos años se demostró en los guisantes dulces 
que dos rasgos (color de las flores y forma del polen) estaban 
ligados y en poco tiempo se acumularon otros datos de la unión 
cromosómica. 


Análisis genético en Drosophila 


Con rapidez la investigación en genética se enfocó en un orga- 
nismo particular, la mosca de la fruta, Drosophila sp. (fig. 10-4). 
Dicha mosca tiene un tiempo de generación (desde el huevo 
hasta un adulto sexualmente maduro) de unos 10 días y puede 
producir más de 1000 huevecillos en todo el tiempo de vida 
de este organismo. Además de ser un animal muy pequeño, de 
modo que es posible manejar un gran número de estos insec- 
tos, es fácil de conservar y aumentar y su mantenimiento es 
muy barato. En 1909 Thomas Hunt Morgan, de la Columbia 
University, lo consideró el organismo perfecto e inició lo que 
después fue el principio de una nueva era en la investigación 
genética. Cuando comenzó a trabajar con este insecto tuvo una 
gran desventaja: sólo disponía de una “cepa” de la mosca, la 
de tipo silvestre. Mendel tuvo tan sólo que comparar algunas 
variedades de semillas de guisante, pero Morgan debió gene- 
rar sus propias variedades de mosca de la fruta. Esperaba que 
pudieran surgir variantes del tipo silvestre si criaba moscas en 
suficiente cantidad. Antes de un año, después de criar miles de 
moscas, logró su primer mutante, es decir, un individuo con 
una característica hereditaria que lo diferenciaba del tipo sil- 
vestre. El mutante tenía ojos blancos en lugar de los ojos rojos 
habituales (fig. 10-4). 

Para el año de 1915, Morgan y sus estudiantes habían en- 
contrado 85 diferentes mutantes con una amplia variedad de es- 
tructuras afectadas. Al parecer, en algunas ocasiones muy raras 
ocurría un cambio espontáneo, o mutación, dentro de un gen, 
que se alteraba de manera permanente y podía transmitirse de 
una generación a la siguiente. Demostrar que una alteración es- 
pontánea en un gen se heredaba tuvo consecuencias mucho más 


FIGURA 10-4 Mosca de la fruta Drosophila melanogaster. Fotografía de 
una hembra silvestre y un macho con una mutación que produce ojos 
blancos. (CORTESÍA DE STANLEY J. P. lvaDURA1.) 
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trascendentes que la genética de Drosophila sp. Esto sugería un 
mecanismo para el origen de la variación que existe dentro de las 
poblaciones, lo cual fue una evidencia para una relación directa 
con la teoría de la evolución. Si las variantes de los genes podían 
aparecer de manera espontánea, entonces las poblaciones aisla- 
das podrían ser diferentes en términos genéticos las unas de las 
otras y al final dar lugar a nuevas especies. 

Las mutaciones son un suceso necesario para la evolución, 
pero también son una herramienta para los genetistas, un signo 
contra el cual se puede comparar el estado silvestre. Conforme 
se aislaron los mutantes de Drosophila sp., se criaron, cruzaron y 
mantuvieron en reserva en el laboratorio. Tal y como se esperaba, 
las 85 mutaciones no se permutaron de manera independiente; 
en lugar de ello, Morgan encontró que pertenecían a cuatro dife- 
rentes grupos ligados, uno con muy pocos genes mutantes (sólo 
dos en 1915). Este dato se relaciona de manera directa con la 
observación de que las células de Drosophila sp. poseen cuatro 
pares de cromosomas homólogos, uno muy pequeño (fig. 10-5). 
Pocas dudas persistieron acerca de que los genes residían en los 
cromosomas. 


Entrecruzamiento y recombinación 


Aunque se confirmó la vinculación de genes entre grupos li- 
gados, la relación entre alelos sobre el mismo cromosoma era 
incompleta. En otras palabras, alelos de dos genes diferentes, 
como los que codifican las alas cortas y el cuerpo oscuro (como 
en la figura 10-7), que estuvieron en principio presentes o se 
hallaban juntos en un cromosoma, no siempre permanecieron 
unidos durante la producción de gametos. Las características 
maternas y paternas heredadas por un individuo en cromoso- 
mas homólogos separados pueden mezclarse de modo que ter- 
minen en el mismo cromosoma de un gameto. Por el contrario, 
dos características que se heredaron juntas en el mismo cromo- 
soma podían separarse la una de la otra y colocarse al final en 
gametos separados. 

En 1911, Morgan formuló una explicación para la “rotura” 
del ligamiento. Dos años antes, F.A. Janssens observó que cro- 
mosomas homólogos de los bivalentes se entrelazaban en la eta- 


DA 


FIGURA 10-5 Las moscas de la fruta tienen cuatro pares de cromoso- 
mas homólogos, uno de los cuales es muy pequeño. Los dos cromo- 
somas homólogos diferentes son los que determinan el sexo. Como los 
seres humanos, las moscas de la fruta macho son XY y las hembras XX. 


) 
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FIGURA 10-6 Visualización de los sitios de entrecruzamiento. Los cro- 
mosomas humanos se entrelazan durante la meiosis, como se observa en 
esta micrografía de las células meióticas de un lirio. Los puntos en los 
que se cruzan los homólogos se denominan quiasmas (flechas) y, como se 
analiza en el capítulo 14, son los sitios donde ocurre el entrecruzamiento 
en una etapa más temprana. (CorTEsÍA DE A. H. SPARROW.) 


pa temprana de la meiosis (fig. 10-6). Janssens había propuesto 
que esta interacción entre cromosomas maternos y paternos re- 
sultaba en la rotura e intercambio de piezas del cromosoma. Con 
base en esta proposición, Morgan sugirió que este fenómeno, que 
denominó entrecruzamiento (o recombinación genética), po- 
dría explicar la aparición de la descendencia (recombinantes) de 
modo tal que surgen combinaciones inesperadas de caracterís- 
ticas genéticas. Un ejemplo de entrecruzamiento se muestra en 
la figura 10-7. 

Los análisis de la descendencia de un gran número de cru- 
zas entre los adultos que portan una variedad de alelos en el mis- 
mo cromosoma indican que: 1) el porcentaje de recombinaciones 
entre un par de genes en un cromosoma, como el color de los 
ojos o la longitud de las alas, fue en esencia constante en un 
experimento y otro, y 2) los porcentajes de recombinación entre 
diferentes pares de genes, por ejemplo entre el color de los ojos y 
la longitud de las alas en comparación con el color de los ojos 
y el color del cuerpo, podían ser muy diferentes. 

El hecho de que un par de genes tenga la misma frecuencia 
de recombinación en cada cruza sugiere que la posición de los 
genes a lo largo del cromosoma (locus) se fijó y no varió de una 
mosca a la siguiente. Si se fija el locus de cada gen, entonces la 
frecuencia de recombinación entre dos genes provee una medida 
de la distancia que separa a estos dos genes. Cuanto mayor sea el 
espacio disponible entre dos sitios del cromosoma, más probable 
es que ocurra la rotura entre esos dos sitios y mayor la frecuen- 
cia de recombinación. En 1911, Alfred Sturtevant, un graduado 
de la Columbia University, trabajó en el laboratorio de Morgan, 
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FIGURA 10-7 El entrecruzamiento proporciona el mecanismo para 
intercambiar los alelos de los cromosomas materno y paterno. (a) 
Representación simplificada de un entrecruzamiento sencillo en un 
heterocigoto de Drosophila (BbWw) en el cromosoma número 2 y los 
gametos resultantes. Si alguno de los gametos entrecruzados participa en 
la fecundación, la descendencia presenta un cromosoma con una com- 
binación de alelos ausente en un solo cromosoma en las células de los 
progenitores. (4) Formación bivalente (tétrada) durante la meiosis que 
muestra las tres posibles intersecciones del entrecruzamiento (quiasmas, 
indicadas con flechas rojas). 


concibió la idea de que las frecuencias de recombinación podían 
utilizarse para mapear las posiciones relativas de los genes indivi- 
duales a lo largo de un cromosoma específico. Un ejemplo de los 
principios que operan en este procedimiento de mapeo se ilustra 
en la figura 10-7. En este ejemplo, los genes de la longitud del 
ala y el color del cuerpo en Drosophila sp. están situados a una 
distancia considerable el uno del otro en el cromosoma y, por 


lo tanto, es probable que se encuentren separados por un punto 
de rotura y entrecruzamiento interpuesto. En cambio, los genes 
para el color de ojos y el color del cuerpo están muy cerca el uno 
del otro en el cromosoma, y en consecuencia es menos probable 
que se desliguen. A partir de las frecuencias de recombinación, 
Sturtevant (que llegó a ser uno de los genetistas más prominen- 
tes del siglo) comenzó a construir un mapa detallado del orden 
de los genes colocados uno atrás de otro de los cuatro cromoso- 
mas de la mosca de la fruta. Desde entonces se emplean las fre- 
cuencias de recombinación para elaborar mapas cromosómicos 
de diferentes organismos, desde virus y bacterias hasta una gran 
variedad de organismos eucariotas. 


Mutagénesis y cromosomas gigantes 


En la primera etapa de la genética, la búsqueda de mutantes era 
un procedimiento lento y tedioso dependiente de la aparición 
espontánea de genes alterados. Tras emplear una cepa especial de 
mosca de la fruta diseñada para revelar la presencia de alelos 
recesivos, H. J. Muller, de la Indiana University, observó en 1927 
que las moscas sometidas a una dosis subletal de rayos X mos- 
traban una frecuencia 100 veces mayor de mutación espontánea 
respecto de los testigos. Este dato tuvo consecuencias notables. 
En la práctica, el uso de agentes mutágenos, como los rayos X y 
la radiación ultravioleta, aumentó de manera considerable el nú- 
mero de mutantes disponibles para la investigación en genética. 
Este hallazgo también puntualizó el peligro de incrementar el 
uso de la radiación en los campos de la industria y la medicina. 
En la actualidad, las mutaciones en Drosophila sp. aparecen más 
a menudo por la adición de mutágenos químicos (etilmetanosul- 
fonato) para alimentar a los animales. 

El redescubrimiento de los cromosomas gigantes de ciertas 
células de insectos, que efectuó en 1933 Theophilus Painter de la 
University of Texas, ilustra una propiedad básica de los sistemas 
biológicos. Existe una notoria variación entre los organismos, no 
sólo a niveles macroscópicos obvios sino también a niveles celu- 
lares y subcelulares (a menudo un tipo particular de célula puede 
ser mucho más adecuado para cierto tipo de investigación en 
comparación con todos los demás). Las células de la glándula sa- 
lival de la larva Drosophila contienen cromosomas casi 100 veces 
más grandes que los observados en la mayor parte de otras célu- 
las del organismo (fig. 10-84). Durante el desarrollo de la larva, 
estas células dejan de dividirse, pero mantienen su crecimiento. 
La replicación del DNA continúa y provee el material genético 
adicional necesario para conservar los altos niveles de actividad 
secretora de estas células gigantes. Las cadenas de DNA dupli- 
cado permanecen unidas en un ordenamiento perfecto lado con 
lado (recuadro de la figura 10-84) y crean un cromosoma gigante, 
de hasta 1024 veces el número de cadenas de DNA de los cro- 
mosomas normales. 

Estos cromosomas raros, llamados cromosomas politéni- 
cos, tienen detalles visuales abundantes y en ellos se reconocen 
alrededor de 5000 bandas cuando se tiñen y examinan al mi- 
croscopio. El patrón de bandeo es esencialmente constante de 
un individuo al próximo, pero se observan diferencias entre los 
cromosomas de las moscas de diferentes especies del género de 
Drosophila. Painter pronto advirtió que ciertas bandas indivi- 
duales podían correlacionarse con genes específicos. La posición 
relativa de los genes sobre los cromosomas gigantes concuerda 
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(2) 


FIGURA 10-8 Cromosomas gigantes politénicos de la larva de insec- 
tos. (a) Los cromosomas gigantes politénicos de la glándula salival de 
una larva de la mosca de la fruta muestran varios miles de bandas distin- 
tas teñidas de color oscuro. Las bandas se han identificado como los loci 
de genes particulares. La representación inferior muestra que los cro- 
mosomas politénicos constan de varias cadenas individuales de DNA. 
Las bandas teñidas sobre los cromosomas corresponden al sitio donde el 
DNA está compactado de modo más firme. (9) Micrografía electrónica 
de barrido de un cromosoma politénico gigante procedente de una larva de 
Chironomus que muestra la expansión de sitios específicos para formar 
una “esponja”. Los cromosomas esponjados son sitios donde se transcri- 
be el DNA. (a: TOMADA DE BrioLOGICAL PHOTO SERVICE; B: CORTESÍA 
DE TerrY D. ALLEN Y Craus PELLING, J. CELL SCIENCE, COVER OF VOL. 
93, PART 4, 1989.) 


con la posición pronosticada en mapas genéticos preparados de 
acuerdo con la frecuencia de recombinación, lo que confirma 
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de manera morfológica la validez de todo el procedimiento de 
mapeo cromosómico. 

Los cromosomas gigantes de los insectos también son útiles 
por esta razón. Al comparar los patrones de bandas de cromo- 
somas politénicos de diferentes especies se tiene la oportunidad 
sin igual de investigar cambios evolutivos a nivel del cromosoma. 
Además, estos cromosomas no son objetos celulares inertes, sino 
más bien estructuras dinámicas en las cuales regiones defini- 
das se “esponjan” durante etapas particulares del desarrollo (fig. 
10-84). Estos cromosomas esponjados son sitios en los que el 
DNA se transcribe a un nivel muy alto, lo cual representa uno 
de los mejores sistemas disponibles para la visualización direc- 
ta de la expresión de genes (fig. 18-214). 


REVISIÓN 


1. ¿Qué es un grupo de ligamiento?, ¿cuál es su relación 
con un cromosoma?, ¿cómo se puede determinar el 
número de grupos de ligamiento en una especie? 

2. ¿De qué manera las mutaciones genéticas ayudan al 

mapeo y localización de genes en el cromosoma? 

¿Qué se entiende por ligamiento incompleto?, ¿qué 

relación guarda lo anterior con la formación de parejas 

de cromosomas homólogos durante la meiosis? 

¿Qué hace diferente a un cromosoma politénico de un 

insecto de un cromosoma normal? 


Y 


A 
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10.3 NATURALEZA QUIMICA DEL GEN 


Los genetistas descubrieron las reglas que gobiernan la trans- 
misión de las características genéticas y la relación entre ge- 
nes y cromosomas. En su discurso de aceptación del Premio 
Nobel de 1934, T.H. Morgan señaló: “En el nivel en que se 
encuentran los experimentos de genética no representa dife- 
rencia alguna si el gen es una unidad hipotética o una partícula 
material”. Sin embargo, para el decenio de 1940 se consideraba 
un nuevo conjunto de preguntas, la principal es: cuál es la 
naturaleza química del gen?” Los experimentos que responden 
esta pregunta se esbozan en la sección Vías experimentales al 
final de este capítulo. Una vez que fue evidente que los genes 
estaban formados por DNA, los biólogos se enfrentaron con 
una multitud de nuevas preguntas. De éstas se ocupa el resto 
de este capítulo. 


Estructura del DNA 


Para entender la actividad de una macromolécula compleja (sea 
una proteína, polisacárido, lípido o ácido nucleico), es esencial 
conocer la forma en que se integra esta molécula. En el misterio 
de la estructura del DNA se concentraron un gran número de la- 
boratorios de Estados Unidos e Inglaterra a principios de 1950; 
al final, la incógnita la despejaron James Watson y Francis Crick 
de la Cambridge University en 1953. Antes de describir su pro- 
puesta de la estructura del DNA hay que considerar los hechos 
que estaban disponibles en esos años. 


Composición de bases Se sabía que la unidad básica para 
construir DNA era un nucleótido (fig. 10-9a,0), que consiste en 
un azúcar de cinco carbonos conocido como desoxirribosa, al cual 
se fijaba un fosfato esterificado en la posición 5' del anillo de 
azúcar y una base nitrogenada en el sitio 1'.? Existen dos tipos de 
bases nitrogenadas presentes en un ácido nucleico, las pirimidi- 
nas, que contienen un solo anillo y las purinas, las cuales poseen 
dos anillos (fig. 10-9c). El DNA contiene dos diferentes piri- 
midinas, la timina (T) y la citosina (C), además de dos distintas 
purinas, guanina (G) y adenina (4). Se sabía que los nucleótidos 
estaban unidos de forma covalente el uno con el otro y forma- 
ban un polímero lineal o cadena, con un esqueleto compuesto de 
azúcares que se alternaban y grupos fosfato unidos por enlaces 
del tipo 3-5'fosfodiéster (fig. 10-9c). Se presuponía que las bases 
unidas a cada azúcar se proyectaban desde el esqueleto y semeja- 
ban una columna de estructuras apiladas. 

Los nucleótidos tienen una estructura polarizada: un extre- 
mo donde se localiza el fosfato y se conoce como el extremo 5" 
(“extremo cinco prima”), mientras el otro extremo es el 3' termi- 
nal (fig. 10-95). Puesto que todos los nucleótidos apilados de la 
cadena se dirigen hacia el mismo lado, toda la cadena tiene una 
dirección. Un extremo es el 3' y el otro el 5' (fig. 10-9c). Los 
análisis de difracción de rayos X indicaban que la distancia entre 
los nucleótidos de aquellos que están apilados era de unos 3.4 Á 
(0.34 nm) y sugerían la presencia de una estructura larga repetida 
cada 3.4 nm. 

Como se describe en la página 413, se pensó por muchos 
años que el DNA poseía una estructura simple de repeticiones 
tetranucleotídicas (p. ej., —ATGCATGCATGC—), lo cual im- 
pidió que se le considerara como una macromolécula portadora 
de información. En 1950, Erwin Chargaff de la Columbia Uni- 
versity notificó un notable hallazgo que eliminó por fin la teoría 
del tetranucleótido y proporcionó información de importancia 
vital acerca de la estructura del DNA. Chargaff, creyendo que la 
secuencia de nucleótidos del DNA era la clave de su importan- 
cia, determinó la cantidad relativa de cada base en diversas mues- 
tras de DNA, es decir, la composición de bases de las muestras. 
El análisis de composición de bases se llevó a cabo por hidrólisis 
de las bases fijas de los azúcares, se aislaron éstas del hidrolizado 
mediante cromatografía en papel y se cuantificó la cantidad de 
material en cada uno de los cuatro puntos hacia los que migraron 
las cuatro bases. 

Si la teoría del tetranucleótido era correcta, la proporción de 
cada base en un DNA debía ser casi del 25% de la cantidad total. 
Chargaff encontró que la relación de las cuatro bases fue muy 


2En este punto es útil introducir un poco de terminología. Una molécula que 
sólo contiene una de las cuatro bases nitrogenadas de la figura 10-9 unida 

a una fracción de azúcar pentosa se conoce como nucleósido. Si el azúcar es 

una desoxirribosa, el nucleósido es un desoxirribonucleósido. Son cuatro los 
principales desoxirribonucleósidos según sea la base a la cual están unidos: 
desoxiadenosina, desoxiguanosina, desoxitimidina y desoxicitidina. Si el 
nucleósido posee uno o más grupos fosfato unidos (por lo regular en la posición 
5', pero de forma alternativa en la posición 3”), la molécula es un nucleótido. 
Hay 5'-monofosfato de nucleósido, 5'-difosfato de nucleósido y 5'-trifosfato 

de nucleósido, según sea el número de fosfatos en la molécula. Los ejemplos de 
cada uno son el 5'-monofosfato de desoxiadenosina (dAMP), 5'-difosfato de 
desoxiguanosina (1GDP) y 5'-trifosfato de desoxicitidina (dCTP). Un conjunto 
similar de nucleósidos y nucleótidos que participan en el metabolismo del RNA 
contiene el azúcar ribosa en lugar de desoxirribosa. Los nucleótidos como el ATP 
utilizados en el metabolismo energético son moléculas que contienen ribosa. 
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FIGURA 10-9 Estructura química del DNA. (a) Modelo de un nucleó- 


tido de DNA que contiene la base timina; la molécula es 5'-monofosfato 
de desoxitimidina (dT MP). La estructura, similar a una red, representa 
la densidad electrónica de los átomos que forman la molécula. (5) Es- 
tructura química de un nucleótido de DNA que contiene la base ade- 
nosina; la molécula es 5'-monofosfato de desoxiadenosina (1AMP). Un 
nucleótido se compone de un nucleósido unido a un fosfato; la porción 
del nucleósido de la molécula (p. ej., desoxiadenosina) está encerrada por 
una línea punteada. (c) Estructura química de un pequeño segmento 
de una cadena sencilla de DNA que representa los cuatro nucleótidos. 
(A: REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE ÁRNON LAVIE ET AL., NATURE 
STR. BroL. 1997;,4:604; O 1997 MacmILLaAN MAGAZINES LIMITED.) 


distinta de un tipo de organismo a otro y a menudo se apartaba 
en grado notable de la relación 1:1:1:1 predicha para la teoría del 
tetranucleótido. Por ejemplo, la relación A:G del DNA de un 
bacilo de la tuberculosis fue 0.4, pero la relación A:G del DNA 
humano fue 1.56. No había diferencia en que se utilizara tejido 
vegetal o animal como fuente del DNA; la composición de ba- 
ses permanecía constante para esa especie. Dentro de esta gran 
variedad de las bases que componen diferentes especies de DNA 
se descubrió una importante relación médica. En una muestra 
determinada de DNA, el número de purinas siempre es igual al 
número de pirimidinas. De manera más específica, el número de 
adeninas siempre fue igual al número de timinas y el número 
de guaninas siempre semejó al de las citosinas. En otras palabras, 
Chargaff descubrió las siguientes reglas en la composición de 


bases del DNA: 
[A] = [T], [G] = [C], [A] + [T] + [G] + [C] 


Los datos de Chargaff arrojaron nueva información sobre la mo- 
lécula de DNA y le confirió especificidad e individualidad de un 
organismo a otro. Sin embargo, el significado de la equivalencia 
de base todavía no era muy claro. 


La propuesta de Watson y Crick 


Cuando se analizó la estructura de las proteínas en el capítulo 2, 
se subrayó la importancia de las estructuras secundaria y terciaria 
como determinantes de la actividad de la proteína. De manera se- 
mejante, la información acerca de la organización tridimensional 
de la molécula de DNA fue necesaria para entender su actividad 
biológica. Tras utilizar los datos de difracción de rayos X (obteni- 
dos por Rosalind Franklin y Maurice Wilkins en el Kings College 
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de Londres) y tomar en cuenta la construcción de modelos acep- 
tables a partir de las estructuras de los cuatro tipos de nucleóti- 
dos, Watson y Crick propusieron un modelo de la estructura del 
DNA que incluye los siguientes elementos (fig. 10-10): 


1.La molécula se integra con dos cadenas de nucleótidos. A 
esta propuesta le siguió casi de inmediato otra errónea de Li- 
nus Pauling, que sugirió que el DNA se componía de tres 
cadenas de nucleótidos. 


2. Las dos cadenas se enrollan en espiral una alrededor de la 
otra, formando un par de hélices dextrógiras. En una hélice 
dextrógira, un observador que mire el eje central de la molé- 
cula verá que cada cadena sigue una trayectoria en el sentido 
de las manecillas del reloj a medida que se aleja del observa- 
dor. La naturaleza helicoidal del DNA quedó de manifiesto 
por un patrón de puntos generado por difracción de rayos X 
de Franklin (como se muestra en la página 379), el cual se le 
mostró a Watson durante su visita al Kings College. 
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FIGURA 10-10 La doble hélice. (a) Representación esquemática de la 
doble hélice del DNA. (4%) Modelo de espacio lleno de la forma B del 


Azúcar 


(b) 


DNA. (B: CORTESÍA DE NELSON Max, LAWRENCE LIVERMORE NATIO- 
NAL LABORATORY AND DEPARTMENT OF ENERGY.) (continúa) 


3. Las dos cadenas comprenden una doble hélice que discurre 
en dirección opuesta, esto es, son antiparalelas. Esto significa 
que si una cadena está alineada en la dirección 5' => 3', la 
cadena compañera debe estar alineada en dirección 3' > 5". 


4.El esqueleto (azúcar-fosfato-azúcar-fosfato) se localiza en 
el exterior de la molécula con dos grupos de bases que se 
proyectan hacia el centro. Los grupos fosfato confieren a la 
molécula carga negativa. 


5. Las bases ocupan planos más o menos perpendiculares al eje 
longitudinal de la molécula y por lo tanto se colocan una so- 
bre otra como platos apilados. Las interacciones hidrófobas y 
las fuerzas de van der Waals (pág. 36) entre las bases planares 
apiladas suministran estabilidad a la molécula del DNA. Las 
vueltas helicoidales y los pares de bases planares en su con- 
junto confieren a la molécula la semejanza de una escalera de 
caracol. Esta construcción es evidente en la fotografía que 
aparece al principio de este capítulo, que muestra el modelo 
original de Watson y Crick. 


6. Las dos cadenas se conservan unidas mediante puentes de 
hidrógeno entre las bases de una cadena y sus correspondien- 
tes bases sobre la otra cadena. Un puente de hidrógeno, por sí 
solo, es débil y fácil de romper, lo que posibilita la separación 


de las cadenas de DNA durante ciertas funciones. Al mismo 
tiempo, la fuerza de los puentes de hidrógeno es aditiva, de 
modo que un gran número de ellos mantiene las cadenas jun- 
tas y confiere la estabilidad a la doble hélice de la molécula 


de DNA. 


7.La distancia del esqueleto del átomo de fosfato al centro del 
eje es de 1 nm (en consecuencia, el ancho de la doble hélice 
es de 2 nm). 


8. Una pirimidina en una cadena está siempre pareada con una 
purina en la cadena complementaria. Este ordenamiento 
produce una molécula que es de 2 nm de ancho a lo largo de 
toda su estructura. 


9. Los átomos de nitrógeno unidos al cuarto carbono de la ci- 
tosina y al sexto de la adenina muestran de manera predomi- 
nante la configuración amino (NH,) (fig. 10-9c) y no la for- 
ma imino (NH). De manera similar, los átomos de oxígeno 
unidos al carbono sexto de la guanina y cuarto de la timina de 
modo predominante muestran configuración ceto (C=0) 
en vez de enol (C—OH). Estas restricciones estructurales 
de la configuración de las bases sugieren que la única purina 
capaz de unirse a la timina desde el punto de vista estructural 
es adenina y que la guanina es la única purina capaz de unirse 
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FIGURA 10-10 La doble hélice (continuación). (c) Pares de bases de Wat- 
son y Crick. El modelo original mostraba tanto el par A-T como el G-C 
con dos enlaces de hidrógeno; el tercer enlace de hidrógeno en el par G-C 
fue identificado después por Linus Pauling. (4) Micrografía electrónica 
de un DNA liberado de la cabeza de un bacteriófago T2. Esta molécula 


a la citosina. Por lo tanto, los únicos pares posibles eran A-T 
y G-C (fig. 10-100). Esto ajusta a la perfección con el análisis 
de composición de bases realizado por Chargaff cuyos re- 
sultados fueron comunicados a Watson y Crick durante una 
reunión de los tres científicos en Cambridge, en 1952. Como 
los pares de bases A-T y G-C tienen la misma geometría (fig. 
10-100), no hay restricciones acerca de la secuencia de bases; 
una molécula de DNA puede tener cualquiera de una varie- 
dad ilimitada de secuencias de nucleótidos. 


10. Los espacios entre los giros que forman la hélice crean dos 
surcos de diferente amplitud (un surco más amplio llamado 
surco mayor y uno más estrecho denominado surco menor), que 
rodean en espiral la superficie externa de la doble hélice. Las 
proteínas que se unen al DNA ocupan a menudo sus surcos. 
En muchos casos, una proteína unida a un surco es capaz de 
leer la secuencia de nucleótidos a lo largo del DNA sin tener 
que separarse de las cadenas. 


_ 
_ 


. La doble hélice realiza una vuelta completa cada 10 residuos 
de nucleótido (3.4 nm) o 150 vueltas por cada millón de dál- 
tones de masa molecular. 


10.3 NATURALEZA QUÍMICA DEL GEN 389 


de DNA lineal (nótense los dos extremos libres) mide 68 um de longitud, 
cerca de 60 veces más larga que la cabeza del fago en la cual está contenida. 
(c: TOMADA DE D. VorT Y J. G. VoET, BIOCHEMISTRY, 2ND ED.; O 1995, 
Jonn WiLeY & Sons, INC., REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN; D: CORTESÍA 
DE A. K. KLEINSCHMIDT ET AL., Biochim. BriornYs. Acrt 61:861, 1962.) 


12. Debido a que una A en una cadena está siempre unida a una 
T en la otra cadena, y una G a una C, la secuencia de nu- 
cleótidos de las dos cadenas siempre es fija en relación con la 
otra. Por esta relación, se dice que las dos cadenas de la doble 
hélice son complementarias entre sí. Por ejemplo, una A es 
complementaria de una T, 5-AGC-3'es complementaria de 
3'-TCG-5',y una cadena entera es complementaria de la otra. 
Como se menciona más adelante, la complementariedad es 
de gran importancia en casi todas las actividades y los meca- 
nismos en los cuales intervienen los ácidos nucleicos. 


Importancia de la propuesta de Watson y Crick Desde 
el momento en que los biólogos consideraron por primera vez 
al DNA como material genético, se esperaba que la molécula 
cumpliera tres funciones principales (fig. 10-11): 


1. Almacenamiento de información genética. Como material ge- 
nético, el DNA debe contener un registro grabado de ins- 
trucciones que determina todas las características heredables 
que un organismo puede exhibir. En términos moleculares, el 
DNA debe contener la información para el orden específico 
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FIGURA 10-11 Tres funciones necesarias del material genético. (a) El 
DNA debe contener la información que codifica las características he- 
reditarias. (9) El DNA debe reunir la información que dirige su propia 
duplicación. (c) El DNA debe alojar la información que dirige el ensam- 
ble de proteínas específicas. 


de aminoácidos de todas las proteínas que sintetiza el orga- 
nismo. 


2. Replicación y herencia. El DNA debe contener la informa- 
ción para la síntesis de nuevas cadenas de DNA (replicación). 
La replicación del DNA permite que las instrucciones gené- 
ticas se transmitan de una célula a sus células hijas y, de esta 
forma, de un individuo a su descendencia. 


3. Expresión del mensaje genético. El DNA es más que un centro 
de almacenamiento; también funge como director de la acti- 
vidad celular. En consecuencia, la información codificada en 
el DNA tiene que expresarse de alguna forma que participe 
en los sucesos internos de la célula. De manera más específica, 
la información del DNA debe usarse para dirigir el orden por 
medio del cual los aminoácidos específicos se incorporan a 
una cadena polipeptídica. 


El modelo de la estructura del DNA de Watson y Crick fue 


de suma importancia para conocer de qué manera se llevaban a 


cabo las dos primeras de estas tres funciones genéticas. El mo- 
delo apoyaba las presunciones de que la información contenida 
en el DNA residía en las bases de una secuencia lineal. A cada 
gen corresponde determinado segmento de DNA. La secuencia 
específica de nucleótidos en dicho segmento dicta la secuen- 
cia de aminoácidos en el polipéptido correspondiente. Un cam- 
bio de la secuencia lineal de los nucleótidos de dicho segmento 
provoca una mutación hereditaria en dicho gen. Se pensó que 
las diferencias en la secuencia nucleotídica formaban la base de 
la variación genética, entre individuos de una especie o entre las 
mismas especies. 

Del mismo modo que para la segunda función, la publica- 
ción inicial de la estructura del DNA de Watson y Crick incluyó 
la propuesta que explicaba cómo podría replicarse esta molécula. 
Es probable que esa fuera la primera ocasión en que un estu- 
dio de la estructura molecular condujera de manera directa a la 
hipótesis de un mecanismo molecular básico. Watson y Crick 
propusieron que durante la replicación, los enlaces de hidrógeno 
que sujetan las dos cadenas de la hélice de DNA se rompían 
en forma secuencial, lo que produce la separación gradual de las 
cadenas, en forma muy parecida a la separación de las dos mi- 
tades de una cremallera. Cada una de las cadenas separadas, con 
sus bases de nitrógeno expuestas, actúan como plantilla o molde 
que dirige el orden en el cual los nucleótidos complementarios 
se ensamblan para formar la cadena complementaria. Cuando el 
proceso se completa deben generarse dos moléculas de DNA de 
doble cadena que son: 1) idénticas la una a la otra y 2) idénticas 
a la molécula original de DNA. De acuerdo con la propuesta de 
Watson y Crick, cada doble hélice de DNA debe contener una 
cadena de la molécula de DNA original y una cadena sintetizada 
de nueva cuenta (fig. 13-1). Como se describe en el capítulo 13, 
la propuesta de Watson y Crick predijo el mecanismo de dupli- 
cación del DNA. De las tres funciones primarias mencionadas 
antes, sólo un mecanismo de control del ensamblado del DNA 
para formar una proteína específica permaneció en el más abso- 
luto misterio. 

La dilucidación de la estructura del DNA no sólo fue im- 
portante por sí misma, sino que también estimuló la investi- 
gación de toda la actividad en que debía participar el material 
genético. Una vez aceptado el modelo estructural, la teoría del 
código genético, la síntesis del DNA o la transferencia de infor- 
mación debían concordar con dicha estructura. 


DNA superenrollado 


En 1963, Jerome Vinograd y sus colegas del California Institute 
of Technology descubrieron que dos moléculas de DNA circular 
de idéntica masa molecular podían demostrar grados muy di- 
ferentes de sedimentación durante la centrifugación (sección 
18.10). Análisis posteriores indicaron que la molécula de DNA 
que se sedimenta con mayor rapidez tiene una forma más com- 
pacta porque la molécula se enrolló sobre sí misma (fig. 10-12a, 
b), algo muy parecido a una liga cuyos dos extremos se enrollan 
en direcciones opuestas o un cable de teléfono enrollado sobre 
sí mismo luego de usarse. Este estado del DNA se conoce como 
superenrollado. En esta forma el DNA es más compacto que 
su contraparte relajada, ocupa menos volumen y se mueve con 
mayor rapidez en un campo de fuerza centrífuga o eléctrica (fig. 
10-120). 
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FIGURA 10-12 DNA superenrollado. (a, b) Micrografías electrónicas 
que muestran las diferencias de conformación entre una forma relajada, 
una molécula circular de un fago de DNA (a) y el mismo tipo de molé- 
cula en un estado superenrollado (5). (c) Cuando una mezcla de molécu- 
las de DNA SV40, relajadas o superenrolladas, se somete a electroforesis 
en gel, la forma superenrollada del DNA altamente compactado (en la 
base del gel) se mueve con mucha mayor rapidez que la forma relajada. 
Las moléculas de DNA se visualizan por tinción del gel con bromuro de 
etidio, una molécula fluorescente que se inserta en la doble hélice. (a Y B: 
CORTESÍA DE James C. WANG; C: TOMADA DE WALTER KELLER, Proc. 


Nar’. Acap. Sci. USA 72:2553, 1975.) 


La estructura superenrollada se entiende mejor cuando se 
traza un tramo de la doble hélice de DNA sobre una superfi- 
cie plana. En estas condiciones, una molécula posee el número 
estándar de 10 pares de bases por vuelta de hélice y se dice que 
está relajada. Si los extremos de las dos cadenas se fusionaran 
para formar un círculo, el DNA aún permanecería relajado. Sin 
embargo, considérese lo que pasaría si antes de unir los dos extre- 
mos se torciera la molécula. Si se tuerce el DNA a lo largo y en 
dirección opuesta a la cual están enrollados los dobletes, la mo- 
lécula tiende a desenrollarse. Una molécula de DNA desenrollada 
tiene mayor número de pares de bases por vuelta de hélice (fig. 
10-13). Como la molécula es más estable con 10 residuos por 
vuelta, tiende a oponerse al esfuerzo para desenrollarla, vuelve a 
enrollarse sobre sí misma y posee una conformación superenro- 
llada (fig. 10-13). 

Se dice que el DNA superenrollado es negativo cuando se 
genera por desenrollamiento y positivo cuando se forma por re- 
torcimiento excesivo. El DNA circular presente en la naturaleza 
(p. ej., mitocondrial, viral, bacteriano) invariablemente presenta 
conformación de superenrollamiento negativo. El enrollamien- 
to excesivo no se restringe al DNA circular pequeño, sino que 
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FIGURA 10-13 DNA desenrollado. La molécula del DNA de la iz- 
quierda está desenrollada; tiene un promedio de 10 pares de bases por 
vuelta de una hélice. Una molécula desenrollada de manera espontánea 
asume una conformación superenrollada negativa, como se muestra a 
la derecha. 


también ocurre en el DNA lineal eucariota. Por ejemplo, el su- 
perenrollamiento negativo tiene una función clave para permitir 
que el DNA de los cromosomas se compacte y llene los confines 
del pequeño núcleo celular (sección 12.1). Puesto que el DNA 
superenrollado de forma negativa está destorcido, ejerce una pre- 
sión que separa las dos cadenas de la hélice, la separación que se 
requiere durante la replicación (síntesis de DNA) y la transcrip- 
ción (síntesis de ácido ribonucleico, RNA). 

Las células dependen de enzimas para cambiar el estado de 
superenrollamiento del DNA dúplex. Estas enzimas se conocen 
como topoisomerasas porque cambian la topología del DNA. 
Las células contienen diferentes topoisomerasas, las cuales se 
pueden dividir en dos clases. Las topoisomerasas de tipo I cambian 
el estado de superenrollamiento de la molécula de DNA tras 
crear una rotura transitoria en una cadena del dúplex. Un mode- 
lo para el mecanismo de acción de la topoisomerasa 1 humana 
se muestra en la figura 10-144. La enzima corta una cadena del 
DNA y entonces permite que la cadena intacta complementa- 
ria sufra una rotación controlada, la cual relaja la molécula su- 
perenrollada. La topoisomerasa 1 es esencial para los procesos 
como la replicación de DNA y la transcripción. Funcionan es- 
tas actividades porque previenen el superenrollamiento excesivo 
que se desarrolla por las cadenas complementarias de un dúplex 
de DNA separado y desenrollado (como se ilustra en la figura 
13-6). Las topoisomerasas tipo IT hacen una rotura transitoria en 
ambas cadenas del DNA dúplex. Otro segmento de la molécula 
del DNA (o una molécula separada por completo) se transporta 
entonces a través de la rotura y las cadenas se unen de nueva 
cuenta. Como es de esperar, este mecanismo de acción tan com- 
plejo se acompaña de una serie de cambios conformacionales no- 
torios que se representan en el modelo de la figura 10-144. Estas 
enzimas pueden realizar funciones importantes. Además, dado 
que son capaces de superenrollar y relajar el DNA (fig. 10-14, 
panel 1), las topoisomerasas tipo II pueden enlazar a una molé- 
cula de DNA en nudos o desanudar el DNA (fig. 10-14c, panel 
2). Estas enzimas también pueden ocasionar que una población 
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de círculos de DNA independientes se una (encadene) o separe 
al conectar círculos dentro de componentes independientes (fig. 
10-14c(3),d). La topoisomerasa II es necesaria para desenredar 
las moléculas de DNA antes que los cromosomas duplicados 
puedan separarse durante la mitosis. Las topoisomerasas huma- 
nas del tipo II son un blanco para diferentes fármacos (p. ej., eto- 
pósido y doxorrubicina), que se unen a la enzima para prevenir 
el corte de las cadenas del DNA y que éstas se unan en realidad. 


(a) 


FIGURA 10-14 Topoisomerasas de DNA. (a) Modelo que ilustra la acción 
de la topoisomerasa I humana. La enzima (amarillo) ha cortado una de las 
cadenas de DNA (paso 1), la cual gira alrededor del enlace fosfodiéster en 
la cadena intacta. La cadena cortada vuelve entonces otra vez a religarse. 
(Nota: el dibujo muestra una topoisomerasa de tipo IB; las enzimas de tipo 
IA encontradas en bacterias actúan por un mecanismo diferente.) (4) Un 
modelo molecular basado en cristalografía de rayos X muestra la acción 
de la topoisomerasa IJ, una enzima dimérica consistente en dos mitades 
idénticas. En el paso 1, la enzima está en la conformación “abierta”, lista 
para unirse con el segmento G-DNA, llamado así porque formará la com- 
puerta (gate, en inglés) por el segmento de T-DNA (o DNA transporta- 
do). En el paso 2, la enzima ha sufrido un cambio conformacional cuando 
se une al segmento G. En los pasos 3 y 4, la enzima se une a una molécula 
de ATP, el segmento G se corta y el segmento T se traslada a través de la 
“compuerta” abierta. El estado de rotura representa un intermediario hipo- 
tético que lleva hacia afuera el paso en el cual el segmento T se transporta 
a través del segmento G. En este estado, ambos extremos cortados del 
segmento G están unidos de manera covalente a la enzima. En el paso 5, 
los dos extremos del segmento G se unen de nueva cuenta y el segmento T 
se libera. Se ha propuesto que la hidrólisis de ATP y la liberación de ADP 
y fosfato inorgánico ocurren a medida que el estado de inicio se regenera. 
(c) Tipos de reacciones que pueden catalizar las topoisomerasas. La parte 
1 ilustra las reacciones de superenrollamiento y relajación; la parte 2 las 
reacciones de anudación y desanudación; la parte 3 las reacciones de for- 
mación de concatámeros y desconcatenación. (4) Micrografía electrónica 
de un par de moléculas de DNA circulares interconectadas (concatena- 
das). Las moléculas de este tipo se acumulan en bacterias que carecen de 
una topoisomerasa específica. (A, REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE D. 
A. KOSTER, ET AL., NATURE 434:671,2005; O copYrIGHT 2005, Macm1- 
LLAN MAGAZINES LTD; B: REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE J. M. Ber- 
GER ET AL., NATURE 379:231, 1997; © copyrIGHT 1997, MACMILLAN 
MAGazINEs LTD; D: TOMADA DE NICHOLAS COZZARELLI, CELL voL. 71, 
COVER #2, 1992; CON AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 


Como trabajan de esta forma, en poco tiempo estos medicamen- 
tos destruyen de manera primaria las células que se dividen, por 
lo que se emplean para el tratamiento del cáncer. 


1. ¿Qué importancia tiene que una cadena de DNA tenga 
polaridad, que las dos cadenas sean antiparalelas, que la 
molécula posea un surco mayor y uno menor y que las 
cadenas sean complementarias? 


2. ¿Cuál es la relación entre los análisis de la composición 
de bases del DNA que realizó Chargaff y la estructura 
de la doble hélice? 

3. ¿Cómo difiere la estructura del DNA subenrollada de la 
enrollada y cómo las dos clases de topoisomerasas? 


10.4 ESTRUCTURA DEL GENOMA 


El DNA es una macromolécula: un ensamblaje de un gran nú- 
mero de átomos que permanecen unidos en un ordenamiento 
definido cuya estructura tridimensional puede precisarse me- 
diante técnicas como la cristalografía de rayos X. Empero, el 
DNA también es un almacén de información, lo cual es más 
difícil de describir en términos moleculares. Si, como se ha se- 
ñalado antes, un gen corresponde a un segmento particular de 
DNA, la suma de la información genética que un organismo 
individual hereda de sus padres es equivalente a la suma de to- 
dos los segmentos de DNA presentes en el huevo fecundado 
que inicia la vida. Todos los sujetos que integran una población 
de especies muestran el mismo grupo de genes, si bien los dife- 
rentes individuos poseen de modo invariable ligeras diferencias 
(alelos) de muchos de estos genes. De esta forma, cada especie 
de organismo muestra un contenido único de información ge- 
nética, el cual se conoce como genoma. Para los seres humanos, 
el genoma es equivalente en esencia a toda la información ge- 
nética presente en un solo grupo (haploide) de los cromosomas 
humanos, que incluye 22 autosomas diferentes y los cromoso- 
mas sexuales X y Y. 


Complejidad del genoma 


Para entender cómo se determina la complejidad del genoma, 
es necesario primero considerar una de las propiedades más re- 
levantes de la doble hélice de DNA: su capacidad para separarse 
en las dos cadenas que lo componen, una propiedad que se de- 
nomina desnaturalización. 


Desnaturalización del DNA Como lo sugirieron por prime- 
ra vez Watson y Crick, las dos cadenas de una molécula de DNA 
están unidas por medio de enlaces débiles no covalentes. Cuando 
el DNA se disuelve en solución salina y la solución se somete a 
calentamiento lento, se alcanza cierta temperatura en la que las 
dos cadenas de DNA empiezan a separarse. Con pocos grados, 
el proceso suele ser completo y la solución contiene moléculas de 
cadena sencilla que se separan del todo de sus cadenas originales. 
Por lo general se cuantifica el progreso de la desnaturalización 
térmica (o fusión del DNA) por el incremento de la absorbancia 
de radiación ultravioleta por el DNA disuelto. Una vez que las 
dos cadenas de DNA se separan, se reducen de manera notoria 
las interacciones hidrófobas que dan origen al apilamiento de las 
bases, con cambios en la estructura electrónica de las bases y ma- 
yor absorbancia de la radiación ultravioleta. El aumento de la 
absorbancia que acompaña a la desnaturalización del DNA se 
muestra en la figura 10-15. La temperatura que corresponde a la 
mitad del cambio de la absorbancia se llama temperatura de fusión 
(T). El alto contenido de GC (%G + %C) en el DNA tiene una 
alta T. Este incremento de la estabilidad del contenido GC en 
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FIGURA 10-15 Desnaturalización térmica de DNA. Se muestra una 


curva de desnaturalización térmica para el DNA del bacteriófago T6 
nativo en 0.3 M de citrato de sodio. La separación de las cadenas del 
DNA ocurre en límites muy estrechos de temperatura, en particular para 
los DNA simples de virus pequeños. La temperatura que corresponde a 
la mitad del incremento de la absorbancia se denomina T, (TOMADA DE 
J. Marmur yP. Dory, J. Mot. BroL. 3:593, 1961; O 1961, con AUTORI- 
ZACIÓN DE THE PUBLISHER ACADEMIC Press.) 


el DNA refleja la presencia de puentes de hidrógeno adicionales 
entre las bases en comparación con los pares de AT (fig. 10-100). 


Renaturalización del DNA La separación de las dos cadenas 
de DNA dúplex por calentamiento no es un hallazgo inesperado, 
pero la revinculación de cadenas sencillas en moléculas estables 
de doble cadena con una correcta unión de pares de bases pa- 
rece casi inconcebible. Sin embargo, en 1960 Julius Marmur y 
sus colaboradores de la Harvard University encontraron que si 
enfriaban con lentitud una solución de DNA bacteriano desna- 
turalizado por calentamiento, el DNA obtenía de nueva cuenta 
las propiedades de doble hélice, es decir, absorbía menos radia- 
ción ultravioleta, y otra vez funcionaba como material genético 
y era capaz de transformar células bacterianas (como se analiza 
en la página 414). A partir de estos estudios se hizo evidente de 
esta forma que las moléculas complementarias de cadena sencilla 
de DNA serían capaces de reagruparse, un suceso denominado 
renaturalización. Este hallazgo ha probado ser una de las obser- 
vaciones más valiosas jamás hechas en la biología molecular. Por 
un lado, la renaturalización ha servido como base para la investi- 
gación de la complejidad del genoma, un tema que se describe en 
la siguiente sección. Por otra parte, la renaturalización ha llevado 
al desarrollo de una metodología conocida como hibridación de 
ácidos nucleicos, en la cual las cadenas complementarias de ácidos 
nucleicos obtenidas de diferentes fuentes pueden mezclarse para 
formar moléculas de cadenas dobles (híbridas). Ejemplos de es- 
tos señalamientos se han respondido luego de permitir que las 
cadenas sencillas de ácidos nucleicos se hibriden como se discute 
más adelante en el capítulo (pág. 397) y como lo ilustra la figura 
10-19. La hibridación de ácidos nucleicos desempeña una fun- 
ción clave en la biotecnología moderna, incluidas la secuencia- 
ción, clonación y amplificación del DNA. 
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Complejidad de los genomas virales y bacterianos Son 
varios los factores que determinan la frecuencia de renaturali- 
zación de una preparación de DNA. Éstos son los siguientes: 
1) fuerza iónica de la solución, 2) temperatura de incubación, 
3) concentración de DNA, 4) periodo de incubación y 5) tamaño 
de las moléculas que interactúan. Con base en estos factores hay 
que considerar qué sucedería si se comparara el grado de rena- 
turalización de tres DNA diferentes, cada uno con el genoma 
entero de: 1) un virus pequeño, por ejemplo MS-2 (4 X 10% pares 
de nucleótidos); 2) un virus grande, como T4 (1.8 X 10* pares de 
nucleótidos), y 3) una célula bacteriana como E. coli (4.5 X 106 
pares de nucleótidos). La diferencia primaria entre estos DNA 
es su longitud. Para comparar su renaturalización es importante 
que las moléculas que reaccionan tengan una longitud equiva- 
lente, por lo general unos 1000 pares de bases. Las moléculas 
de DNA pueden fragmentarse en pequeñas piezas de diferentes 
maneras, una de las cuales consiste en forzar el paso de estas mo- 
léculas a través de un orificio por medio de alta presión. 
Cuando se permite que estos tres tipos de DNA, todos pre- 
sentes con la misma longitud y concentración (p. ej., mg/ml), se 
vuelvan a reunir, lo hacen a diferente velocidad de unión (fig. 
10-16). El genoma más pequeño tiene una desnaturalización 
más rápida. La razón debe ser aparente cuando se considera la 
concentración de las secuencias complementarias en las tres pre- 
paraciones. Como las tres preparaciones poseen la misma canti- 
dad de DNA en un volumen particular de solución, es posible 


Pares de bases en el genoma 


103 Y 104 


105) 106 h10? 108 109 


50% 


Fracción reasociada 


Cot (mola x s/L) 
FIGURA 10-16 La cinética de la renaturalización de los DNA viral y bac- 


teriano. Las curvas muestran la renaturalización de cadenas seccionadas 
de DNA de dos virus (MS-2 y T4) y una bacteria (E. coli). (La formación de 
DNA de cadena doble se grafica contra C,/, que es un término que combi- 
na dos variables: la concentración inicial de DNA (C,) y el tiempo de incu- 
bación (2). Una solución con elevada concentración de DNA incubado por 
breve tiempo tiene la misma C,*, tanto como una de baja concentración in- 
cubada en un lapso mayor; ambas muestran el mismo porcentaje de DNA 
reunido.) El tamaño del genoma, es decir, el número de pares de bases de 
nucleótidos presentes en una copia de toda la información genética del 
organismo, se indica con las flechas cerca de la escala numérica superior. La 
forma de cada curva de renaturalización es muy simple y muestra una sola 
pendiente. Sin embargo, el tiempo de renaturalización es muy diferente y 
depende de la concentración de fragmentos complementarios, que a su 
vez dependen del tamaño del genoma. Cuanto más grande sea el genoma, 
menor es la concentración de fragmentos complementarios en la solución 
y mayor el tiempo necesario para concluir la renaturalización. 


inferir que cuanto menor sea el tamaño del genoma, mayor es el 
número de genomas en un peso particular de DNA y más proba- 
ble la colisión entre los fragmentos complementarios. 


Complejidad de los genomas eucariotas La renatura- 
lización de los DNA viral y bacteriano se adecua a una curva 
simétrica y sencilla (fig. 10-16). La curva de renaturalización 
tiene esta forma porque todas las secuencias están presentes con 
la misma concentración (salvo unas cuantas secuencias de DNA 
bacteriano). Por consiguiente, en esa población cada secuencia de 
nucleótidos tiene una buena probabilidad de encontrar su pareja 
en un tiempo determinado respecto de cualquier otra secuencia. 
Diferentes estudios de mapeo genético sugieren que el DNA de 
un cromosoma contiene un gen tras otro en disposición lineal y 
permiten pronosticar este resultado. Los datos de genomas vira- 
les y bacterianos contrastan notablemente con los que obtuvieron 
Roy Britten y David Kohne del California Institute of Technology 
a partir de DNA de mamíferos. A diferencia de los genomas más 
simples, los fragmentos del DNA de un genoma de mamífero se 
renaturalizan a velocidades muy distintas (fig. 10-17). Estas dife- 
rencias reflejan el hecho de que, en una preparación de fragmen- 
tos de DNA eucariota, las diferentes secuencias de nucleótidos 
se encuentran presentes en concentraciones muy variables. Éste 
fue el primer indicio de que el DNA eucariota no es tan sólo la 
sucesión de un gen tras otro, como en las bacterias o los virus, 
sino que posee una organización mucho más compleja. 

Cuando se permite que fragmentos de DNA de plantas y 
animales se renaturalicen, la curva típica muestra casi siempre 
tres tipos distintos (fig. 10-17), que corresponden a la renaturali- 
zación de tres clases muy abundantes de secuencias de DNA. Las 
tres clases se renaturalizan a diferente velocidad porque difieren 
en cuanto al número de veces que su secuencia de nucleótidos 
se repite dentro de la población de fragmentos. Las tres clases 
se denominan fracción muy repetida, fracción moderadamente 
repetida y fracción no repetida. 
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FIGURA 10-17 Gráfica idealizada de la cinética de la renaturalización 
del DNA eucariota. Cuando se permite que el DNA de cadena sim- 
ple se reúna pueden distinguirse casi siempre tres clases distintas de 
fragmentos, reconocibles por la repetición de sus secuencias dentro del 
genoma: fracción de DNA muy repetida, fracción de DNA moderada- 
mente repetida y fracción de DNA no repetida (copias únicas). (Nota: 
ésta es una gráfica idealizada: las tres clases de secuencias no están sepa- 
radas con claridad en una curva de renaturalización real.) 


Secuencias de DNA muy repetidas La fracción muy repetida 
consta de secuencias presentes en por lo menos 10* copias por 
genoma y por lo general contribuye casi 1 a 10% del DNA total. 
Por lo general, las secuencias muy repetidas son cortas (unos po- 
cos cientos de nucleótidos en su mayor longitud) y se presentan 
en grupos en los que la secuencia se repite una y otra vez sin 
interrupción. Una secuencia dispuesta de este modo de un extre- 
mo a otro está presente en tándem. Las secuencias muy repetidas 
pertenecen a varias categorías superpuestas, incluidos el DNA 
satélite, DNA minisatélite y DNA microsatélite. 


m DNA satélite. El DNA satélite posee secuencias cortas (al- 
rededor de cinco a pocos cientos de pares de bases de longi- 
tud) que forman segmentos muy largos, cada uno con varios 
millones de pares de bases de DNA. En muchas especies, 
la composición de bases de estos segmentos de DNA es lo 
suficientemente diferente del resto del DNA para que estos 
fragmentos que contienen la secuencia puedan separarse en 
bandas “satélite” distintas por centrifugación de gradiente de 
densidad (de aquí el nombre de DNA satélite). Los DNA sa- 
télite tienden a aparecer muy rápido en el transcurso de la 
evolución, lo cual hace que las secuencias de estos elementos 
genómicos varíen incluso entre especies estrechamente em- 
parentadas. La localización del DNA satélite dentro de los 
centrómeros de cromosomas se describe en la página 398 y la 
sección 12.1. 


E DNA minisatélite. Las secuencias minisatélite tienen un 
tamaño de 10 a 100 pares de bases de longitud y se encuen- 
tran en segmentos de unas 3000 repeticiones. Así, dichas 
secuencias ocupan tramos considerablemente más cortos del 
genoma que las secuencias satélite. Las minisatélite tienden 
a ser inestables, y el número de copias de una secuencia en 
particular a menudo aumenta o disminuye de una generación 
a la siguiente como resultado de entrecruzamiento desigual 
(fig. 10-22). En consecuencia, la longitud de un locus mi- 
nisatélite específico es muy variable en la población, incluso 
entre miembros de la misma familia. Como son tan variables 
(polimórficas) en cuanto a longitud, las secuencias minisatélite 
constituyen la base de la técnica de análisis de huellas de DNA, 
que se emplean para identificar a criminales o en casos de 
paternidad (fig. 10-18). 

m DNA microsatélite. Las microsatélite son secuencias muy 
cortas (de uno a cinco pares de bases de longitud) y se hallan 
casi siempre en pequeños segmentos de unos 10 a 40 pares de 
bases de longitud. Se encuentran de forma uniforme en todo 
el DNA: más de 100000 diferentes loci en el genoma huma- 
no. Las enzimas de replicación de DNA tienen problemas 
al copiar regiones del genoma que poseen estas secuencias 
repetidas pequeñas, las cuales causan que estos segmentos de 
DNA cambien de longitud a través de las generaciones. Por 
su longitud variable en la población, los DNA microsatélite se 
han utilizado para analizar las relaciones entre las diferentes 
poblaciones de grupos étnicos, como lo ilustra el siguiente 
ejemplo. Muchos antropólogos establecen que las especies del 
ser humano moderno provienen de África. Si esto es cier- 
to, entonces los miembros de diversas poblaciones africanas 
deberían evidenciar una gran variación de las secuencias de 
DNA en comparación con las poblaciones humanas que vi- 
ven en otros continentes, toda vez que los genomas de las po- 
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FIGURA 10-18 Huellas de DNA. En esta técnica, que se emplea de forma 
amplia para determinar la identidad de un individuo a partir de la mues- 
tra, el DNA se digiere mediante tratamiento con nucleasas específicas 
(llamadas endonucleasas de restricción, descritas en la sección 18.13) y 
los fragmentos de DNA se separan con base en su tamaño por electrofo- 
resis en gel. La localización de los fragmentos de DNA en el gel que con- 
tienen secuencias específicas de DNA se determina con sondas marcadas 
de secuencias complementarias a las que se busca. Los fragmentos de 
DNA que se unen a estas sondas varían en longitud de una persona a otra 
debido a la presencia de números variables de repeticiones en tándem 
(VNTR) en el genoma. Los laboratorios de medicina forense analizan 
alrededor de 13 loci de VNTR altamente polimórficos. La probabilidad 
de que dos individuos puedan tener idénticas VNTR en este locus es as- 
tronómicamente pequeña. Las huellas de DNA que se muestran en esta 
figura se emplearon en un caso criminal en el cual el presunto culpable 
enfrentó la acusación de apuñalar y dar muerte a una joven mujer. Las 
manchas de sangre en los pantalones y la camisa del acusado se compara- 
ron con muestras estándar conocidas de sangre de la víctima y el acusado. 
El DNA de las manchas de sangre encontradas en la ropa del acusado 
no coincidió con sus propias muestras de sangre, pero sí con las de la víc- 
tima. Las líneas contienen DNA de las siguientes fuentes: 1, 2, 3, 9 y 10 
(muestras testigo de DNA que sirven como control de calidad); 4 (sangre 
del acusado); 5 (muestras de sangre de los pantalones del acusado); 6 y 7 
(muestras de sangre de la camisa del acusado); y 8 (sangre de la víctima). 
(CORTESÍA DE ORCHID CELLMARK, PRINCETON, NJ.) 


blaciones africanas han sufrido gran divergencia. Los argu- 
mentos de la génesis africana han recibido apoyo de estudios 
de secuencias de DNA humano. En un estudio que analizó 
60 loci microsatélite diferentes se reconoció que otros miem- 
bros de poblaciones africanas tienen una divergencia genética 
notoria en comparación con las poblaciones de Asia o Euro- 
pa. La mayor parte de los loci microsatélite se presentan fuera 
de los genes, y los cambios en su longitud por lo general pasan 
inadvertidos. La situación cambia en el caso de las secuencias 
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PERSPECTIVA HUMANA 


Enfermedades que resultan de la expansión 


de repeticiones de trinucleótidos 


Por décadas, los biólogos pensaron que los genes se transmitían siempre 
de generación a generación como entidades estables. En raras ocasiones, 
un cambio ocurría en las secuencias nucleotídicas de un gen en la línea 
germinal, lo que causaba una mutación heredada de manera subsecuen- 
te. Éste es uno de los mecanismos básicos de la genética mendeliana. En 
1991, diferentes laboratorios notificaron un nuevo tipo de “mutación 
dinámica” en el cual la secuencia nucleotídica de un gen en particular 
cambió de forma notoria entre padres y descendencia. En este caso, tales 
mutaciones afectaron genes que contenían una unidad de trinucleóti- 
dos repetida (p. ej., CCG o CAG) como parte de su secuencia. En la 
mayor parte de los miembros de la población, estos genes contienen 
en particular un número relativamente pequeño (pero variable) de tri- 
nucleótidos repetidos y se transmiten de una generación a la siguiente 
sin un cambio de números repetidos. En cambio, una pequeña fracción 
de la población posee una versión mutante del gen que tiene un gran 
número de estas unidades repetidas. A diferencia de la versión normal, 
los alelos mutantes son muy inestables y el número de unidades repe- 
tidas tiende a incrementarse cuando el genoma pasa de un padre a su 
descendencia. Cuando el número de repeticiones aumenta más allá de 
una cifra crítica, el individuo que hereda el alelo mutante desarrolla una 
enfermedad grave. 

En la actualidad, más de una docena de afecciones distintas se ha 
atribuido a la expansión de trinucleótidos repetidos. Estos trastornos 
pertenecen a dos categorías básicas y se describen en su momento. Las 
enfermedades de tipo I son anomalías neurodegenerativas que resul- 
tan de la expansión de los miembros repetidos de trinucleótidos CAG 
dentro de las porciones codificantes del gen mutante (fig. 1). Es posible 
ilustrar la naturaleza de estos padecimientos en el más prevalente y es- 
tudiado: la enfermedad de Huntington (HD). Éste es un trastorno letal 
reconocible por movimientos involuntarios, no coordinados y cambios 
de la personalidad, además de depresión e irritabilidad y pérdida gradual 
del coeficiente intelectual. Por lo regular, los síntomas empiezan en la 
tercera a quinta décadas de la vida y se acentúa la gravedad hasta 
la muerte. 

El gen normal de la AD, que se transmite de manera estable, con- 
tiene entre seis y 35 copias de trinucleótidos CAG. La proteína que 
codifica el gen AD se conoce como huntingtina y su función exacta se 
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desconoce hasta el momento. CAG es una tripleta que codifica el ami- 
noácido glutamina. De esta forma, el polipéptido huntingtina normal 
contiene un segmento de seis a 35 residuos de glutamina (un segmento 
poliglutámico), como parte de su estructura primaria. Los polipéptidos 
tienen una estructura primaria muy definida y la mayor parte se reco- 
noce por esa forma; empero, en condiciones habituales, la huntingtina 
es polimórfica en cuanto a la longitud de su segmento de poliglutamina. 
La proteína parece funcionar con normalidad en longitudes inferiores 
a los 35 residuos de la glutamina. Sin embargo, cuando se supera este 
número, la proteína adquiere nuevas propiedades y la persona se torna 
propensa a desarrollar la enfermedad. 

La HD evidencia un número infrecuente de características. A 
diferencia de la mayor parte de las afecciones hereditarias, la HD es 
un trastorno genético dominante, lo cual significa que un sujeto con el 
alelo mutante desarrolla la anormalidad a pesar de que tenga un ale- 
lo HD normal. De hecho, las personas que son homocigotas para el 
alelo HD están afectadas de manera más grave que las heterocigotas. 
Esta observación indica que el polipéptido de la huntingtina mutante 
causa el padecimiento, no tanto por la imposibilidad de llevar a cabo 
una función particular, sino por la adquisición de propiedades tóxicas, 
esto es, se trata de una mutación de ganancia de función. Esta interpre- 
tación tiene el apoyo de estudios en roedores. Los ratones manipulados 
para llevar el alelo mutante humano de HD (además de sus propios 
alelos normales) desarrollan una anomalía neurodegenerativa similar a 
la encontrada en seres humanos. La presencia de un alelo anormal es 
suficiente para causar la enfermedad. Otra característica poco común 
de la HD y los otros trastornos CAG es un fenómeno conocido como 
anticipación genética, lo cual significa que, puesto que la enfermedad se 
transmite de generación a generación, su gravedad se incrementa y 
se presenta en edades más tempranas. Esta fue antes una característica 
difícil de reconocer en la HD, lo que ahora se explica con facilidad por 
el hecho de que los miembros de repeticiones CAG en un alelo mutante 
(y las consecuencias resultantes) aumentan a menudo de forma notable 
de una generación a la siguiente. 

La base molecular de la HD es todavía un misterio; las teorías 
no pueden aún explicar cómo una secuencia expandida de glutamina 
puede ser tóxica para las células cerebrales. Una característica parece 
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FIGURA 1 Secuencias trinucleotídicas repetidas y enfermedad en seres 
humanos. La línea superior muestra un gen generalizado que se trans- 
cribe en un mRNA con varias porciones distintas (recuadros púrpura), 
incluida una porción 5' no codificadora llamada 5' UTR (5' untranslated 
region, región no traducida 5'), un exón codificador que transporta infor- 
mación para la secuencia de aminoácidos del polipéptido, y una porción 
3' no codificadora (3' UTR). Los intrones en el DNA (fig. 11-29) no se 
representan en el mRNA maduro. La localización general de los trinu- 
cleótidos causantes de cada una de las cuatro diferentes enfermedades 


(síndrome de cromosoma X frágil, ataxia de Friedreich, enfermedad de 
Huntington y distrofia miotónica) se indican por la localización de cada 
pirámide. También se indica el número de repeticiones causantes de los 
estados, normal (rojo), de portador (naranja) y de enfermedad (amari- 
llo) de cada trastorno en el gen. Los genes que ocasionan las anomalías 
de tipo I, como la HD, no exhiben el estado intermedio de “portador” 
en el cual un individuo posee un alelo inestable pero no está afectado. 
(Secún J. L. ManDeEL, NATURE 386:768, 1997, O 1997, MACMILLAN 
MAGazINEs Lro.) 
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ser indiscutible: cuando los segmentos de poliglutamina de la hunting- 
tina exceden los 35 residuos, la proteína (o un fragmento cortado de 
ésta) sufre plegamiento anormal para producir una molécula mal ple- 
gada que: 1) se une a otra huntingtina mutante (o fragmentos) para 
formar agregados insolubles, los cuales no difieren de los identificados 
en los pacientes con la enfermedad de Alzheimer, y 2) se une a varias 
proteínas no relacionadas que no interactúan con las molécula de hun- 
tingtina normales. Entre las proteínas unidas con la huntingtina mu- 
tante se encuentran varios factores de transcripción, que son proteínas 
participantes en la regulación de la expresión génica. Algunos de los 
factores transcripcionales más importantes presentes en las células, entre 
ellos el TBP (fig. 11-19) y el CBP (fig. 12-46), contienen secuencias de 
poliglutamina, lo cual los hace en particular susceptibles de agregarse 
a proteínas mutantes que portan los segmentos de poliglutaminas. De 
hecho, los agregados proteínicos presentes en neuronas degeneradas de 
pacientes con HD poseen ambos factores transcripcionales. Estos re- 
sultados sugieren que los mutantes de huntingtina secuestran a estos 
factores transcripcionales, los remueven del resto del núcleo y alteran 
la transcripción de los genes requeridos para la sobrevivencia y salud 
de las neuronas afectadas. Tal hipótesis recibió apoyo de un estudio en 
el cual los ratones se manipularon de forma genética de tal modo que 
sus células cerebrales perdieron la capacidad de producir determinados 
factores de transcripción clave. Estos ratones sufrieron el mismo tipo de 
neurodegeneración como se observó en animales con un gen mutante 
de HD. Otros procesos neuronales básicos, como el transporte axónico, 
la permeabilidad mitocondrial y la degradación de proteínas, también se 
alteran con la mutación AD y son posibles causas de muerte de células 
nerviosas. Debe advertirse que varios investigadores de la HD tienen 
una opinión distinta acerca de la causa de la muerte celular. Argumentan 
que lo que es tóxico no son los agregados proteínicos, sino la proteí- 
na mutante soluble misma (o fragmentos de ella). De hecho, quienes 
apoyan este punto de vista sostienen que los agregados de la proteína 
protegen la célula al secuestrar las moléculas dañinas. Por razones prác- 
ticas es importante distinguir entre estas posibilidades, porque varios 


microsatélite que se consideran en la sección Perspectiva hu- 
mana de este capítulo. 


Una vez que resultó evidente que los genomas eucariotas 
contenían grandes cantidades de copias de secuencias de DNA 
corto, los investigadores trataron de situar el punto en los cromo- 
somas donde se hallan estas secuencias de DNA. Por ejemplo, 
¿las secuencias de DNA satélite se agrupan en segmentos parti- 
culares de un cromosoma o están dispuestas de manera uniforme 
de un extremo a otro? Ya se mencionó que el descubrimiento de 
la renaturalización del DNA llevó al desarrollo de una extensa 
metodología basada en la hibridación de ácidos nucleicos (cap. 
18). La capacidad de localizar secuencias de DNA satélite ilustra 
el poder de análisis de la hibridación de los ácidos nucleicos. 

En los experimentos de renaturalización descritos en la 
página 393, las secuencias de DNA complementario se unieron 
una con otra mientras entraban en colisión de modo aleatorio 
en solución. En 1969, Mary Lou Pardue y Joseph Gall de Yale 
University desarrollaron un protocolo experimental alternativo 
llamado hibridación in situ y se utilizó para establecer la localiza- 
ción del DNA satélite. El término in situ significa “en el lugar” y 
se refiere al hecho de que el DNA del cromosoma se mantiene 
en el sitio mientras se permite que reaccione con una prepara- 
ción particular de DNA marcado, llamada sonda de DNA. En 
los estudios iniciales de hibridación in situ el DNA (la sonda de 


tratamientos propuestos están dirigidos a bloquear la formación de los 
agregados, lo cual podría ser más nocivo para el paciente. 

Las enfermedades por repeticiones de trinucleótidos de tipo II di- 
fieren de las afecciones de tipo I en distintos aspectos. De ellas puede 
decirse lo siguiente: 1) se deben a la expansión de una variedad de trinu- 
cleótidos, no sólo CAG, 2) los trinucleótidos participantes se hallan en 
una parte del gen que no codifica aminoácidos (fig. 1), 3) los trinucleó- 
tidos están sujetos a expansión masiva dentro de miles de repeticiones y 
4) afectan numerosas partes del cuerpo, no sólo el cerebro. La anomalía 
de tipo II mejor estudiada es el síndrome de cromosoma X frágil, co- 
nocido así porque el cromosoma mutante X es en especial susceptible 
al daño. Dicho síndrome se caracteriza por retraso mental y diferentes 
anormalidades físicas. El trastorno es causado por una mutación diná- 
mica en un gen conocido como FMR1 que codifica a una proteína uni- 
da a RNA que regula la traducción de ciertos mRNA que participan 
en el desarrollo neuronal, en la función sináptica o en ambos. Un alelo 
normal de este gen contiene cinco a 55 copias de un trinucleótido es- 
pecífico (CGG) que está repetido en una parte del gen y corresponde 
a la región no codificante 5' del mRNA (fig. 1). Sin embargo, una vez 
que el número de copias rebasa las 60, el locus se torna muy inestable y 
el número de copias tiende a incrementarse con rapidez hasta miles de 
ellas. Las mujeres con un gen FMR1 de 60 a 200 copias del triplete pre- 
sentan casi siempre fenotipo normal, pero son portadoras para la trans- 
misión de un cromosoma muy inestable a su descendencia. Si el número 
de repeticiones en la descendencia rebasa las 200, los individuos suelen 
desarrollar retraso mental. A diferencia del alelo normal de la HD, que 
provoca enfermedad como resultado de una ganancia de función, un 
alelo FMR1 anormal ocasiona afectación como efecto de una pérdida 
de función; los alelos FMR1 contienen un número aumentado de repe- 
ticiones CGG que se inactivan de manera selectiva, de tal modo que el 
gen no se transcribe o traduce. Aunque no existe tratamiento eficaz para 
ninguna de las enfermedades secundarias a expansión de trinucleótidos, 
el riesgo de transmitir o poseer un alelo mutante puede demostrarse 
mediante pruebas de detección genética. 


DNA) se marcó de forma radiactiva y se identificó por medio 
de autorradiografía. La resolución de la técnica se aumentó con 
sondas que se marcan con pigmentos fluorescentes y luego se 
localizan con un microscopio de fluorescencia (fig. 10-19). Esta 
última técnica se conoce como hibridación in situ con fluores- 
cencia (FISH, Zuorescence in situ hibridization) y se usa para ma- 
pear la ubicación relativa de secuencias diferentes a lo largo de 
secuencias únicas de DNA. 

Para llevar a cabo la hibridación de ácidos nucleicos, las mo- 
léculas que interactúan deben ser de cadena sencilla. En el expe- 
rimento que se muestra en la figura 10-19, los cromosomas que 
provienen de una célula mitótica se diseminan en una laminilla 
y el DNA se desnaturaliza en cadena sencilla por tratamiento de 
los cromosomas con una alta concentración de sal, lo cual pro- 
voca que las cadenas de DNA se separen y permanezcan apar- 
tadas. Durante la hibridación, los cromosomas desnaturalizados 
se incuban en una solución de una secuencia de DNA satélite 
de cadena sencilla marcada con biotina, que se une de manera 
selectiva con las cadenas complementarias del DNA satélite in- 
movilizado situadas en los cromosomas. Tras un periodo de in- 
cubación, el DNA satélite soluble que no ha presentado hibrida- 
ción, se lava o digiere y se revelan los sitios de la unión del DNA 
marcado. Como se muestra en la figura 10-19, el DNA satélite se 
halla en las regiones centroméricas del cromosoma (fig. 12-22). 
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Otros ejemplos del uso de la hibridación in situ con fluorescencia 
se muestran en la figura 10-20. 


Secuencias de DNA moderadamente repetidas La fracción mode- 
radamente repetida del genoma de las plantas y animales puede 
variar desde casi 20 hasta más de 80% del DNA total, según 
sea el organismo. Esta fracción incluye secuencias repetidas en 
cualquier parte del genoma, desde unas pocas veces hasta varias 
decenas de miles. Dentro de la fracción de DNA moderadamen- 
te repetida se encuentran secuencias que codifican productos de 
genes conocidos, sea RNA o proteínas, y éstas no tienen función 
de codificación. 


1. Secuencias de DNA repetidas con funciones codificantes. Esta 
fracción de DNA incluye a los genes que codifican RNA ri- 
bosómico y aquellos que codifican a un importante grupo de 
proteínas cromosómicas, las histonas. Las secuencias repeti- 
das que codifican cada uno de estos productos son casi siem- 
pre idénticas y se disponen en una configuración semejante a 
la de tándem. Es esencial que estos genes que codifican RNA 


FIGURA 10-19 Hibridación in situ y localización de DNA satélite. (a) 
Pasos para llevar a cabo la hibridación in situ por medio de fluorescen- 
cia. En esta técnica, ciertos nucleótidos de la sonda de DNA se unen 
con enlaces covalentes con una pequeña molécula orgánica, casi siempre 
biotina. Después de la hibridación, la localización del DNA marcado 
con biotina unido puede visualizarse al tratar la preparación con avidina 
fluorescente, una proteína que se une a la biotina con una gran afinidad. 
Los cromosomas en estas preparaciones suelen aparecer en rojo debido 
a que se han contrateñido con yoduro de propidio. (5) Localización de 
DNA satélite alfa en el centrómero de los cromosomas humanos. La 
localización del DNA satélite marcado con biotina unido se revela por 
la fluorescencia amarilla, la cual contrasta con el fondo rojo de los cro- 
mosomas. La fluorescencia aparece sólo en el sitio donde está constre- 
ñido cada cromosoma, lo cual señala la localización del centrómero. (B: 
TOMADA DE HUNTINGTON F. WiLLARD, TRENDS GENET. 6:414, 1990.) 


ribosómico sean abundantes porque estos RNA se requieren 
en grandes cantidades y no hay beneficios para síntesis por el 
paso de amplificación adicional observado en los genes que 
codifican proteínas y en los cuales cada RNA mensajero ac- 
túa como plantilla para la síntesis repetida de un polipépti- 
do. Aun si en la producción de histonas interviene un RNA 
mensajero intermediario, se necesitan muchas copias de estas 
proteínas durante el desarrollo temprano y por tanto deben 
estar presentes cientos de plantillas de DNA. 


2. DNA repetidos sin funciones codificantes. La mayor parte de 
las fracciones de DNA moderadamente repetidas no codifica 
ningún tipo de producto. En lugar de ocurrir en la forma de 
grupos de secuencias tándem, los elementos de esas familias 
se dispersan a través del genoma como elementos individua- 
les. Casi todas estas secuencias repetidas se pueden agrupar 
en dos clases: SINE (elementos cortos interpuestos, short in- 
terspersed elements) o LINE (elementos largos interpuestos, 
long interspersed elements). Las secuencias SINE y LINE se 
describen en la página 404. 


Secuencias de DNA no repetidas Como lo predijo Mendel, los 
estudios de los patrones de herencia de las características visibles 
llevaron a los genetistas a concluir que cada gen estuvo presen- 
te en una copia por un solo grupo de cromosomas (haploide). 
Cuando un DNA eucariota desnaturalizado se renaturaliza, una 
fracción significativa de los fragmentos es muy lenta para en- 
contrar a sus complementarios, tan lenta que se asume que hay 


FIGURA 10-20 Localización cromosómica de una secuencia de DNA 


no repetida. Estos cromosomas mitóticos se prepararon a partir de una 
célula de ratón en división y se incubaron con una preparación purifica- 
da de DNA marcada con biotina que codifica a una de las proteínas de 
laminina nuclear (laminina B,), que a su vez codifica un gen no repetido. 
La localización del DNA marcado unido aparece con puntos brillantes. 
El gen de laminina está presente en los homólogos del cromosoma 10. 
Cada cromosoma contiene dos copias del gen debido a que el DNA se 
replicó antes de que las células entraran en mitosis. (TomaDA DE Mo- 
NIKA ZEWE ET AL., CORTESÍA DE WERNER FRANKE, Eur. J. CELL BroL 
56:349, 1991.) 


una sola copia por genoma. Esta fracción muestra secuencias de 
DNA no repetidas (o copias únicas), entre las cuales se incluyen los 
genes que poseen patrones de herencia mendeliana. Por la exis- 
tencia de una sola copia en el genoma, las secuencias no repetidas 
siempre se localizan sobre un sitio específico de un cromosoma 
en particular (fig. 10-20). 

Si se considera la variedad de diferentes secuencias presen- 
tes, la fracción no repetida contiene grandes cantidades de infor- 
mación genética. Incluidas dentro de la fracción no repetida se 
hallan las secuencias de DNA que codifican virtualmente todas 
las proteínas diferentes de las histonas. Aunque estas secuencias 
no están presentes en copias múltiples, los genes que codifican 
polipéptidos son por lo regular miembros de una familia de ge- 
nes relacionados. Esto es cierto para las globinas, actinas, mio- 
sinas, colágenas, tubulinas, integrinas y la mayor parte de otras 
proteínas de una célula eucariota. Una secuencia relacionada 
pero diferente codifica cada miembro de una familia multigé- 
nica. En la siguiente sección se revisa el origen de estas familias 
multigénicas. 

Ahora que el genoma humano se ha secuenciado y anali- 
zado se dispone de una medida relativamente precisa de las se- 
cuencias de DNA que codifican las secuencias de aminoácidos 
de las proteínas, la cual es muy pequeña. Si en 1960 se le hubiera 
sugerido a un genetista que menos del 1.5% del genoma humano 
codifica los aminoácidos de las proteínas humanas, habría con- 
siderado ridícula la sugerencia. Esta confirmación ha surgido del 
estudio de las secuencias del genoma. En la siguiente sección se 
revisará cómo pudo haber surgido por evolución el restante 98% 
o más de las secuencias de DNA. 
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1. ¿Qué es un genoma, ¿cómo difiere la complejidad del 
genoma bacteriano respecto de los genomas eucariotas? 
¿Qué significa el concepto desnaturalización del DNA?, 
¿de qué manera la desnaturalización depende del 
contenido de GC en el DNA?, ¿cómo afecta esta 
variable la 7” ? 
3. ¿Qué es una secuencia de DNA microsatélite?, ¿cómo 
participan estas secuencias en la enfermedad humana? 
4. ¿Cuál es la fracción del genoma que contiene la mayor 
información?, ¿cómo se confirma esto? 
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El DNA es material genético y por tanto hay cierta propensión a 
imaginarlo como una molécula de almacenamiento de contenido 
de información que cambia lentamente durante largos periodos 
en la evolución. Sin embargo, los estudios indican que la organi- 
zación de la secuencia del genoma es capaz de sufrir un rápido 
cambio, no sólo de una generación a la siguiente, sino también 
dentro de la vida misma de un organismo individual. 


Duplicación completa del genoma 
(poliploidización) 


Como se mencionó en la primera sección de este capítulo, los 
guisantes y las moscas de la fruta poseen pares de cromosomas 
homólogos en cada una de sus células. Se dice que estas células 
tienen un número diploide de cromosomas. Si se compara el 
número de cromosomas presentes en las células de organismos 
muy vinculados, en especial plantas relacionadas, se advierte que 
unas especies tienen muchos más cromosomas que las especies 
más cercanas. Entre los animales, el anfibio más estudiado es el 
Xenopus laevis, que tiene dos veces el número de cromosomas en 
comparación con su primo X. tropicalis. Estos tipos de discrepan- 
cias pueden explicarse por un proceso conocido como duplica- 
ción completa del genoma, o poliploidización. 

La poliploidización es un suceso en el cual se produce una 
descendencia que tiene dos veces el número de cromosomas en 
cada célula que sus padres diploides; la descendencia tiene cuatro 
homólogos de cada cromosoma en lugar de dos. Se cree que la 
poliploidización ocurre en una de dos maneras: dos especies rela- 
cionadas se aparean para formar un organismo híbrido que con- 
tiene los cromosomas combinados de ambos progenitores; en la 
otra alternativa un embrión unicelular experimenta duplicación 
cromosómica, pero en lugar de separarse en células separadas los 
duplicados se conservan en una sola célula que evoluciona en 
un embrión viable. El primer mecanismo ocurre más a menudo 
en las plantas, el segundo es más frecuente en los animales. La 
poliploidización es muy frecuente en las plantas que producen 
flores, incluidas muchas especies de cultivos (p. ej., trigo, plátanos 
y café) como las que se presentan en la figura 10-21. 

Una duplicación “repentina” del número de cromosomas es 
un suceso de enorme relevancia y confiere al organismo un po- 
tencial evolutivo considerable (se asume que el organismo puede 
sobrevivir con el número incrementado de cromosomas y repro- 
ducirse). Según sean las circunstancias, la poliploidización puede 
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FIGURA 10-21 Una muestra de cultivos agrícolas que son poliploides. 
En la fotografía se muestra aceite de semilla de colza, pan de trigo, cuerda 
de sisal, granos de café, plátanos, algodón, papas y maíz. (TOMADA DE A. 
R. Lerren e 1. J. Lerrch, Science 320:481, 2008; copYrIGHT © 2008, 
AMERICAN AssocIATION FOR THE ADVANCEMENT OF SCIENCE.) 


llevar a la producción de nuevas especies que tienen mucha in- 
formación genética “adicional”. Hay varios hechos diferentes que 
pueden dar lugar a un número aumentado de copias del gen; tales 
factores pueden eliminarse por deleción y crear con ello mutacio- 
nes de inactivación por deleción o, lo que es más importante, pue- 
den evolucionar como genes nuevos que poseen funciones diversas. 
Visto de esa forma, la información genética adicional es la materia 
prima para la diversificación evolutiva. En 1971, Susumu Ohno de 
la City of Hope Cancer Center en Los Ángeles publicó la hipótesis 
de las “2R”, en la cual se propuso que la evolución de los vertebra- 
dos desde un ancestro invertebrado mucho más simple fue posible 
por dos ciclos separados de duplicación completa del genoma du- 
rante un periodo evolutivo temprano. Ohno sugirió que los miles 
de genes adicionales que podrían generarse por la duplicación ge- 
nómica pudieron moldearse a través del tiempo en genes nuevos 
que se requirieron para codificar el organismo más complejo de un 
vertebrado. En las pasadas tres y media décadas, los genetistas han 
debatido de modo acalorado la propuesta de Ohno y tratado de 
encontrar evidencia que apoye o refute esta noción. 

El problema que se opone al análisis del genoma es la gran 
cantidad de tiempo que ha pasado (varios cientos de millones 
de años) desde el origen de los ancestros vertebrados más tem- 
pranos. Del mismo modo que los ríos o el océano desgastaron 
con lentitud la faz de la tierra, las mutaciones modificaron con 
suma lentitud el aspecto de un genoma ancestral. Incluso con el 
conocimiento de la secuencia completa del genoma de varios 
invertebrados y vertebrados, todavía es un desafío extraordina- 
rio identificar el origen de muchos de los genes humanos. La 
evidencia más fuerte de la hipótesis 2R proviene del análisis 
reciente del genoma del anfioxo. El anfioxo carece de columna 
vertebral, lo que lo convierte en un invertebrado, pero tiene varias 
características (p. ej., notocorda, médula nerviosa tubular dorsal 
y musculatura corporal segmentaria) que lo identifican de mane- 
ra clara como miembro del filo Cordados al que pertenecen los 
vertebrados. Se cree que el linaje que conduce a los vertebrados 
modernos y al anfioxo se separaron hace cerca de 550 millones 
de años, y aún así ambos grupos comparten un conjunto notable- 


mente similar de genes. Sin embargo, cuando los investigadores 
examinaron más de cerca ciertos grupos de genes, los genomas 
de los vertebrados casi siempre contenían cuatro veces más el 
número de estos genes que las secuencias homólogas en el geno- 
ma del anfioxo. Este hallazgo es un respaldo importante para la 
hipótesis de Ohno sobre dos rondas de duplicación del genoma 
completo en el linaje ancestral de los vertebrados. 


Duplicación y modificación de secuencias del DNA 


La poliploidización es un caso extremo de duplicación génica y 
ocurre sólo rara vez durante la evolución. En cambio, la dupli- 
cación génica, que se refiere a la duplicación de una pequeña 
porción de un solo cromosoma, sucede con una frecuencia sor- 
prendentemente alta y su ocurrencia se documenta por medio del 
análisis genómico.* De acuerdo con un cálculo reciente, cada gen 
del genoma tiene alrededor de 1% de probabilidades de duplicar- 
se cada millón de años. Es posible que la duplicación de un gen 
ocurra por varios mecanismos diferentes, pero más a menudo por 
un proceso de entrecruzamiento desigual, como se describe en la 
figura 10-22. El entrecruzamiento desigual se observa cuando un 
par de cromosomas homólogos quedan juntos durante la meiosis, 
de tal forma que no se unen por completo. Como resultado de 
esta mala unión, el intercambio genético entre los homólogos da 
lugar a que un cromosoma adquiera un segmento adicional de 
DNA (una duplicación) y el otro cromosoma lo pierda (una dele- 
ción). Si la duplicación de una secuencia particular se repite en las 
subsecuentes generaciones, se crea un grupo de segmentos repeti- 
dos en tándem y se localiza dentro de ese cromosoma (fig. 10-29). 
Casi todos los genes duplicados se pierden durante la evolu- 
ción mediante la deleción o se vuelven no funcionales por alguna 
mutación desfavorable. Sin embargo, en un pequeño porcentaje 
de casos, la copia “adicional” acumula mutaciones favorables y 
adquiere una nueva función. Lo más frecuente es que ambas co- 
pias del gen sufran una mutación, de manera que cada uno evo- 
luciona a una función más especializada que la del gen original. 
En cualquier caso, los dos genes tendrán secuencias muy relacio- 
nadas y codificarán polipéptidos similares, lo que significa que 
codifican isoformas distintas de una proteína particular, como la 
tubulina a y B (pág. 324). Las duplicaciones subsecuentes de uno 
de los genes pueden inducir la aparición de isoformas adicionales 
(p. ej., tubulina gamma), y así sucesivamente. En este ejemplo 
resulta patente que las duplicaciones sucesivas de un gen pueden 
generar familias de genes que codifican polipéptidos con secuen- 
cias de aminoácidos relacionados. La evolución de los genes de 
globina ilustra la producción de una familia multigénica. 


Evolución de los genes de globina La hemoglobina es 
un tetrámero compuesto de cuatro polipéptidos de globina (fig. 
2-382). El examen de los genes de globina, de mamíferos o peces, 
revela una organización muy característica. Cada uno de estos 
genes está formado por tres exones y dos intrones. Los exones 
son la parte de los genes que codifica aminoácidos en el poli- 


3Existen tres categorías de duplicación que pueden establecerse como sigue: 
genoma completo, gen y duplicación de segmentos. Este último, que se refiere a la 
duplicación de un gran bloque de material cromosómico (de unas cuantas kilobases 
a cientos de kilobases de longitud) no se revisa aquí, pero tiene un efecto significa- 
tivo en el genoma. Casi 5% del genoma humano presente consiste en duplicaciones 
de segmentos que han evolucionado durante los pasados 35 millones de años. 


(a) 


FIGURA 10-22 El entrecruzamiento desigual entre los genes duplica- 
dos suministra un mecanismo para generar cambios en el número de 
genes. (a) El estado inicial mostrado tiene dos genes relacionados (1 
y 2). En un individuo diploide, el gen 1 sobre un homólogo se puede 
alinear con el gen 2 del otro homólogo durante la meiosis. Si el entrecru- 


péptido codificado, en tanto que los intrones no lo son, sino más 
bien son secuencias interpuestas no codificantes. El significado 
de los exones e intrones se analiza con detalle en la sección 11-4 
(fig. 11-24). Para las explicaciones de este capítulo se utilizan 
estas partes de los genes como marcas de la evolución. El examen 
de los genes que codifican a ciertos polipéptidos semejantes a la 
globina, por ejemplo la proteína leghemoglobina de las plantas 
y la mioglobina como proteína muscular, revela la presencia de 
cuatro exones y tres intrones. Se ha propuesto que representan la 
forma ancestral del gen de la globina. Se cree que el polipéptido 
de globina actual se originó de una forma ancestral como resulta- 
do de la fusión de dos exones de globina (paso 1, fig. 10-23) hace 
unos 800 millones de años. 

Se sabe que algunos peces primitivos tienen sólo un gen de 
globina (paso 2), lo que sugiere que estos peces se separaron 
de otros vertebrados después de la primera duplicación del gen de 
globina (paso 3). Tras esta duplicación hace unos 500 millones 
de años, las dos copias divergieron por mutación (paso 4) para 
formar dos tipos distintos de globina, una alfa y una beta, locali- 
zados en un solo cromosoma. Este es el ordenamiento presente 
en el anfibio Xenopus y el pez cebra. En pasos subsecuentes, las 
formas alfa y beta se separaron la una de la otra por un proceso 
de reordenamiento que dio lugar a cromosomas separados (paso 
5). En consecuencia, cada gen sufrió subsecuentes duplicaciones 
y divergencias (paso 6) y ello propició los ordenamientos géni- 
cos de globina que existen en la actualidad en los seres humanos 
(paso 7). La evolución de los genes de la globina de los vertebra- 
dos ilustra el modo en que la duplicación génica suele llevar a la 


FIGURA 10-23 Una vía para la evolución de los genes de la globina. Los 
exones se muestran en rojo y los intrones en amarillo. Los pasos evoluti- 
vos se señalan en el diagrama y se analizan en el texto. Los ordenamientos 
de los genes de las globinas alfa y beta de los cromosomas humanos 16 y 
11 (mostrados sin sus intrones a la derecha) son los productos de varios 
cientos de millones de años de evolución. Como se discute en el capítulo 
2, la molécula de hemoglobina posee dos pares de cadenas polipeptídicas, 
un par es siempre un miembro de una subfamilia de la globina alfa y el 
otro par es siempre un miembro de una subfamilia de la globina beta. Las 
combinaciones específicas de globinas alfa y beta se hallan en diferentes 
estados del desarrollo. Las cadenas de las globinas alfa y beta observadas 
en las hemoglobinas de fetos, embriones y adultos se indican en la figura. 
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zamiento ocurre durante esta mala alineación, la mitad de los gametos 
pierde un gen 2 y la otra adquiere un gen 2 adicional. (5) Conforme el 
entrecruzamiento desigual continúa durante las divisiones meióticas en 
generaciones subsecuentes, evoluciona de modo gradual una secuencia 
de ordenamientos de DNA repetidos en tándem. 
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generación de una familia génica cuyos miembros individuales 
tienen funciones especializadas (en este caso formas embrionaria, 
fetal y adulta) en comparación con el gen fundador individual. 

Cuando se analizaron las secuencias de DNA de los grupos 
del gen de la globina, los investigadores encontraron “genes” cu- 
yas secuencias son homólogas respecto de los genes funcionales 
de globina, pero éstos han acumulado mutaciones profundas que 
los han tornado no funcionales. Los genes de este tipo, que son 
reliquias evolutivas, se conocen como seudogenes. Ejemplos de 
éstos se hallan en los grupos génicos de las globinas humanas 
alfa y beta de la figura 10-23. Otro punto importante del exa- 
men de los dos grupos de genes de la globina de los cromosomas 
humanos es la cantidad de DNA integrado por secuencias no 
codificantes, sea como intrones o como secuencias espaciadoras 
dentro de los genes. De hecho, las regiones de globina contienen 
una fracción mucho más alta de secuencias codificantes que la 
mayor parte de otras regiones del genoma. 


“Genes saltarines” y la naturaleza 
dinámica del genoma 


Si se observan las secuencias repetidas que han surgido durante 
el curso normal de la evolución, se advierte que algunas veces 
están presentes en ordenamientos en tándem, en ocasiones en 
dos o unos cuantos cromosomas (como en el caso de los genes 
de la globina de la figura 10-23) y otras veces dispersos a través 
del genoma. Si se asume que todos los miembros de una familia 
de secuencias repetidas provienen de una sola copia, entonces 
¿cómo pudieron los miembros individuales dispersarse a través 
de distintos cromosomas? 

Barbara McClintock, una genetista que realizaba investi- 
gaciones con el maíz en los Co/d Spring Harbor Laboratories de 
Nueva York, fue la primera en sugerir que los elementos gené- 
ticos eran capaces de moverse a través del genoma. Las caracte- 
rísticas genéticas del maíz se expresan en la forma de cambios 
en los patrones, marcas en las hojas y coloración de las mazorcas 
(fig. 10-24). Al final de la década de 1940, McClintock encontró 
que ciertas mutaciones eran muy inestables, aparecían y desapa- 
recían de una generación a la siguiente o asimismo durante la 
vida de una planta individual. Después de varios años de cuida- 
doso estudio, concluyó que ciertos elementos genéticos experi- 
mentaron movimiento de un lugar en un cromosoma a un sitio 
por entero diferente. Esta científica nombró a estas reconfigu- 
raciones genéticas transposiciones y a las entidades genéticas 
móviles elementos transponibles. Entre tanto, los biólogos mo- 
leculares que trabajaban con bacterias no encontraron evidencia 
de estos “genes saltarines”. En sus estudios, los genes aparecían 
como elementos estables situados en una configuración lineal en 
el cromosoma que permanecía constante de un individuo a otro 
y de una generación a la siguiente. El hallazgo de McClintock se 
ignoró por mucho tiempo. 

Entonces, a finales de la década de 1960 diferentes laborato- 
rios descubrieron que ciertas secuencias de DNA en las bacterias 
se movían de un lugar a otro en el genoma. Estos elementos bac- 
terianos transferibles se llamaron transposones. La mayor parte 
de los transposones codifican una proteína, o fransposasa, que ca- 
taliza la escisión de un elemento genético llamado transposón a 
partir del sitio donador de DNA y su posterior inserción al sitio 
receptor específico del DNA. Dos subunidades de transposasa 


FIGURA 10-24 Manifestaciones visibles de la transposición en el maíz. 
De manera característica, los granos de maíz tienen un color uniforme. Los 
puntos de este grano son resultado de la mutación de un gen que codifica 
una enzima, sobre todo en la producción de pigmentos. Las mutaciones de 
este tipo deben ser muy inestables y se originan o desaparecen durante el pe- 
riodo de desarrollo de un solo grano. Estas mutaciones inestables aparecen 
y desaparecen como resultado del movimiento de elementos transponibles 
dentro y fuera de estos genes durante el periodo de desarrollo. (CorTEsÍA 
DE VENKATESAN SUNDARESAN, COLD SPRING HARBOR LABORATORY.) 
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FIGURA 10-25 Transposición de un transposón bacteriano por un meca- 
nismo de “corte y empalme”. Como se describe en el texto, los dos extre- 
mos de este transposón bacteriano Tn5 se transfieren juntos y se pegan por 
dimerización de un par de subunidades de la transposasa. Ambas cadenas 
de la doble hélice se cortan en cada extremo, lo cual escinde al transposón 
como parte del complejo con una transposasa. Un DNA blanco “captura” 
al complejo transposón-transposasa y el transposón se inserta en esta vía 
para producir una pequeña duplicación que flanquea el elemento trans- 
puesto. (Vota: no todos los transposones de DNA se mueven por este 
mecanismo.) (A PARTIR DE D. R. Davies ET AL., SCIENCE 289:77, 2000; 
© 2000 AMERICAN AssocIATION FOR THE ADVANCEMENT OF SCIENCE.) 
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FIGURA 10-26 Vías esquemáticas en el movimiento de los elementos 
transponibles. (4) Los transposones de DNA se mueven por medio de 
corte y empalme, cuyo mecanismo se demuestra en la figura 10-25. Al- 
rededor de 3% del genoma humano consiste en transposones de DNA, 
ninguno de los cuales es capaz de transposición (es decir, todos son re- 
liquias del genoma como resultado de la actividad ancestral). (4) Los 


retrotransposones se mueven por medio de corte y empalme. Los pasos 
incluidos en la retrotransposición suceden en el núcleo y el citoplasma 
y requieren numerosas proteínas, incluidas las del huésped. Más de 40% 
del genoma humano se integra con retrotransposones, pero sólo algunos 
de éstos (p. ej., 40 a 100) son capaces quizá de transposición. Se conoce 
más de un mecanismo de retrotransposición. 


separadas, que se unen a secuencias específicas en los dos extre- 
mos del transposón, median este mecanismo de “corte y empal- 
me” (fig. 10-25, paso 1). Las dos subunidades se unen para formar 
un dímero activo (paso 2) que cataliza una serie de reacciones que 
conducen a la escisión del transposón (paso 3). Luego, el com- 
plejo transposasa-transposón se une con un DNA blanco (paso 
4), en el que la transposasa cataliza las reacciones necesarias para 
integrar al transposón en su nueva residencia (paso 5). Por lo ge- 
neral, la integración del elemento crea una pequeña duplicación 
en el DNA blanco que flanquea al elemento transpuesto en el 
sitio de inserción (bloques verdes en la figura 10-26). Las dupli- 
caciones en los sitios blanco sirven como “huellas” para identificar 
los sitios que los elementos transponibles ocupan en el genoma. 
Como lo demostró primero McClintock, los genomas eu- 
cariotas contienen gran número de elementos transponibles. ¡De 
hecho, al menos 45% del DNA en el núcleo de una célula hu- 
mana procede de elementos transponibles! La mayor parte de 
los elementos transponibles (>99%) es incapaz de moverse 
de un lugar a otro; en realidad, están encriptados por mutación 
o la misma célula anula su movimiento. Sin embargo, cuando 
los elementos transponibles cambian de posición, se insertan a 
través del DNA blanco. En realidad, muchos elementos trans- 
ponibles pueden insertarse ellos mismos en el centro de un gen 
que codifica a alguna proteína. Se han comentado muchos ejem- 
plos de lo anterior en seres humanos, incluido un número de 


casos de hemofilia secundaria a elementos genéticos móviles que 
han “brincado” en el medio de uno de los genes que codifican 
a proteínas de la coagulación. Se estima que alrededor de una 
mutación entre 500 mutaciones que causan enfermedad es con- 
secuencia de la inserción de un elemento transponible. 

La figura 10-26 representa dos principales tipos de elemen- 
tos eucariotas transponibles, los transposones de DNA y los re- 
trotransposones y sus mecanismos diferentes de transposición. 
Los transposones de DNA, como se describió antes para los 
procariotas, se escinden del DNA en el sitio donador e insertan 
en un sitio distante (fig. 10-264). Este mecanismo de “corte y 
empalme” lo utilizan, por ejemplo, los miembros de los elemen- 
tos transponibles de la familia mariner, que se hallan en los reinos 
de las plantas y los animales. En cambio, los retrotransposones 
operan por mecanismos de “copia y pegado”en los que interviene 
un RNA intermediario (fig. 10-260). Se transcribe el DNA del 
elemento transponible y produce un RNA, que entonces lo “re- 
trotranscribe” una enzima conocida como transcriptasa inversa 
para crear un DNA complementario. Se elabora una copia de 
DNA bicatenario y entonces se integra en un sitio blanco 
del DNA. En la mayoría de los casos, el retrotransposón con- 
tiene por sí mismo la secuencia que codifica a la transcriptasa 
inversa. Los retrovirus, como el causante del sida, utilizan un me- 
canismo muy similar para replicar su genoma de RNA e integrar 
una copia de DNA en el cromosoma del hospedador. 
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Participación de los elementos genéticos móviles en la 
evolución Como se mencionó en la página 398, las secuencias 
de DNA moderadamente repetidas constituyen una porción sig- 
nificativa del genoma humano. A diferencia de la fracción muy 
repetida del genoma (DNA satélite, minisatélite y microsatélite), 
cuyas secuencias residen en tándem y se generan por duplicación 
de DNA, la mayor parte de las secuencias moderadamente repe- 
tidas del genoma está diseminada y se genera por transposición 
de elementos genéticos móviles. De hecho, las dos familias más 
comunes de secuencias moderadamente repetidas en el DNA 
humano son elementos transponibles: las familias 4/u y L1. Tal 
y como se describió en la página 398, hay dos clases de elemen- 
tos diseminados, SINE y LINE. Los Alu son un ejemplo de los 
primeros y los L1 de los segundos. Una secuencia transponible 
L1 completa (por lo menos 6000 pares de bases de longitud) 
codifica una proteína única con dos actividades catalíticas: una 
transcriptasa inversa que elabora una copia de DNA a partir del 
RNA que lo codifica y una endonucleasa que indenta, es decir, 
hace una muesca, en el DNA blanco antes de la inserción. Se es- 
tima que el genoma humano contiene unas 500000 copias de L1, 
pero la mayor parte son elementos inmóviles incompletos. Se es- 
tima también que alrededor de 2% de los seres humanos poseen 
un nuevo inserto genómico L1, es decir, un elemento L1 que no 
estaba presente en el genoma de ninguno de los progenitores. 

Aún más abundantes que las secuencias L1 son las 4/4, que 
se encuentran interpuestas o diseminadas en más de un millón 
de diferentes sitios a lo largo del genoma humano. Las 4/u son 
una familia de secuencias cortas y relacionadas y poseen casi 300 
pares de bases de longitud. Las secuencias 4/u son muy similares 
a las secuencias pequeñas RNA presentes en la señal de partícu- 
las de reconocimiento de señales encontradas en unión con los 
ribosomas unidos a membrana (pág. 277). Se presupone que du- 
rante el curso de la evolución, este RNA citoplásmico se copió en 
una secuencia de DNA por mediación de la transcriptasa inversa 
y se integró dentro del genoma. La impresionante amplificación 
de las secuencias Alu ha ocurrido quizá por retrotransposición a 
través de una transcriptasa inversa y la endonucleasa codificada 
por las secuencias L1. 

En virtud de esta prevalencia en el genoma humano, podría 
esperarse que la secuencia Alu estuviera repetida a través de los 
genomas del resto del reino animal, pero no es así. Estudios ge- 
nómicos comparativos indican que las secuencias 4/u aparecieron 
primero como elementos transponibles en el genoma de los gran- 
des primates hace unos 60 millones de años y el número de copias 
creció a partir de entonces. La frecuencia de transposición de los 
elementos Alu se ha incrementado de forma notoria en el curso 
de la evolución de los primates y se estima hoy día que en los seres 
humanos se aproxima a una por cada 200 nacimientos. Estos fe- 
nómenos de transposición generan diferencias en las localizacio- 
nes de las secuencias A/u de una persona a otra y por tanto contri- 
buyen a la diversidad genética de la población humana (pág. 408). 

Cuando se descubre algo nuevo semejante a los elementos 
transponibles en un organismo, la primera pregunta de los biólo- 
gos es casi siempre: ¿cuál es su función? Muchos investigadores 
que estudian la transposición piensan que los elementos trans- 
ponibles son de manera primaria “basura”. De acuerdo con esta 
visión, un elemento transponible es un tipo de parásito genético 
que puede invadir el genoma de un huésped a partir del mundo 
externo, diseminarse dentro de él y transmitirse a su descendencia 


(siempre y cuando no tenga efectos adversos y serios en la capa- 
cidad del huésped para sobrevivir y reproducirse). Si éste es el 
caso, ello no significa que los elementos transponibles no puedan 
hacer contribuciones positivas a los genomas eucariotas. Hay que 
tener presente que la evolución es un proceso oportunista, no hay 
un camino predeterminado a seguir. Sin importar su origen, una 
vez que una secuencia de DNA está en un genoma, existe la po- 
sibilidad de que se “ponga en uso” en alguna manera provechosa 
durante el curso de la evolución. Por esta razón, la parte del ge- 
noma formada por elementos transferibles se conoce como una 
“chatarrería genética”. Hay varias formas en que los elementos 
transferibles parecen haber participado en la evolución: 


1. En ocasiones, los elementos transponibles pueden llevar con 
ellos partes adyacentes del genoma del huésped cuando se 
mueven de un sitio a otro. En teoría, dos segmentos no uni- 
dos del genoma del huésped pueden conectarse para formar 
uno nuevo: un segmento compuesto. Este puede ser un meca- 
nismo primario en la evolución de proteínas compuestas por 
dominios derivados de diferentes genes ancestrales (fig. 2-36). 

2. Las secuencias de DNA que derivaron de modo original de los 
elementos transponibles se encuentran como partes de genes 
eucariotas, además de los segmentos de DNA que regulan la 
expresión génica. Por ejemplo, varios factores de transcripción, 
que son proteínas reguladoras de la expresión génica, se unen 
con sitios en el DNA que en un principio se originaron de ele- 
mentos transponibles. Aun cuando no hay evidencia directa de 
una función, muchos elementos transponibles son muy pareci- 
dos en posición y secuencia a los elementos de los genomas de 
vertebrados relacionados distantes. Este tipo de conservación 
evolutiva sugiere que estas secuencias tienen alguna participa- 
ción provechosa en la vida de sus hospedadores (pág. 406). 

3. En algunos casos, los propios elementos transponibles parecen 
haber dado lugar a genes. La enzima telomerasa, que desempe- 
ña una función clave en la replicación del DNA en los extremos 
terminales del cromosoma (fig. 12-200) pudieron originarse en 
una transcriptasa inversa codificada por un retrotransposón 
antiguo. Las enzimas participantes en los reordenamientos de 
los genes de los anticuerpos (fig. 17-18) se derivaron de una 
transposasa codificada por un transposón antiguo de DNA. Si 
así fuera, la capacidad para protegerse de las enfermedades in- 
fecciosas es una consecuencia directa de la transposición. 


Un punto es claro: la transposición ha tenido un profundo 
efecto en la composición genética de los organismos. Resulta inte- 
resante observar que, hace apenas un par de décadas, los biólogos 
consideraban que el genoma era un depósito estable de informa- 
ción genética. En la actualidad resulta notable que los organismos 
puedan conservar su propia integridad de un día para otro a la luz 
de esta reconfiguración a gran escala por reordenamiento genéti- 
co. Por su descubrimiento de la transposición, Barbara McClin- 
tock fue la única que recibió el Premio Nobel en 1983, a la edad 
de 81 años, unos 35 años después de su hallazgo inicial. 


REVISIÓN 


1. Describa el curso de los sucesos evolutivos que han 
dado lugar a las familias de múltiples genes, como los 
que codifican a las globinas. ¿Cómo pudieron estos 
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sucesos originar a los seudogenes?, ¿cómo crearían 
proteínas con funciones del todo diferentes? 

2. Describa dos mecanismos por medio de los cuales los 
elementos genéticos son capaces de moverse de un sitio 
del genoma a otro. 

3. Describa los efectos que han tenido los elementos 
transponibles en la estructura del genoma humano en 
los pasados 50 millones de años. 


10.6 SECUENCIACIÓN DE GENOMAS: — 


LA BASE GENETICA DEL SER HUMANO > 


Determinar la secuencia nucleotídica de todo el DNA de un 
genoma es una tarea formidable. Durante las décadas de 1980 y 
1990, la tecnología que acompañó este esfuerzo mejoró de forma 
gradual conforme los investigadores desarrollaron nuevos vecto- 
res para clonar grandes segmentos de DNA e incrementaron los 
procedimientos automatizados para determinar las secuencias nu- 
cleotídicas de estos grandes fragmentos (se discute en la sección 
18.15). La primera secuencia completa de un organismo proca- 
riota se notificó en 1995 y un año después se informó la primera 
secuencia completa de un organismo eucariota, $. cerevisiae, una 
levadura que se produce por gemación. Unos pocos años después 
(mientras la comunidad científica aguardaba los resultados de la 
investigación del genoma humano), se informaron las secuencias 
genómicas de numerosos organismos procariotas y eucariotas (in- 
cluidos la mosca de la fruta, un nematodo y un angiosperma). Los 
investigadores pudieron determinar la secuencia de estos genomas 
con relativa rapidez porque son considerablemente más pequeños 
que el genoma humano, el cual contiene alrededor de 3200 millo- 
nes de pares de bases. Para tratar de concebir este número consi- 
dérese que si cada par de bases del DNA fuera equivalente a una 
sola letra de esta página, la información contenida en el genoma 
humano se extendería en un libro de un millón de páginas. 

Para el año 2001 se había publicado ya un primer informe 
de la secuencia nucleotídica de todo el genoma humano. La se- 
cuencia se describió como una “aproximación” porque cada seg- 
mento se secuenció un promedio de cuatro veces, lo cual no es 
suficiente para una perfección absoluta y muchas regiones que 
resultaron difíciles de secuenciar se excluyeron. Los primeros in- 
tentos para describir la secuencia genómica, esto es, interpretar 
la secuencia en términos del número y tipo de genes codificantes, 
llevó a una sorprendente observación en relación con el número 
de genes. Los investigadores concluyeron que el genoma huma- 
no contenía tal vez unos 30000 genes que codifican proteínas. 
Mientras no se determinó su secuencia completa, se supuso que 
el genoma humano contenía cuando menos 50000 y quizá hasta 
150000 genes diferentes. 

La versión “terminada” de la secuencia del genoma humano 
se informó en 2004, luego de que 1) cada sitio se secuenció de 
siete a diez veces para asegurar un alto grado de exactitud (al me- 
nos de 99,99%), y 2) la secuencia contenía un número mínimo 
de huecos. Los huecos no secuenciados que persistían contenían 
regiones de los cromosomas (a menudo referidas como “materia 
oscura”) que poseen gran cantidad de secuencias de DNA muy 
repetidas, sobre todo alrededor de los centrómeros de cada cro- 
mosoma. A pesar de los exhaustivos esfuerzos, estas regiones han 
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FIGURA 10-27 Comparaciones de genomas. Entre las células eucariotas 
cuyos genomas ya se conocen, el número de genes codificadores de pro- 
teína (barras azules) varía desde unos 6200 en la levadura, hasta 37 000 
en el arroz; se cree que los vertebrados tienen alrededor de 20000. Aun- 
que el número de genes codificadores de proteínas varía poco entre las 
células eucariotas, la cantidad de DNA en un genoma (barras rojas) varía 
mucho, alcanza valores de 90000 millones de pares de bases en algunas 
salamandras (se desconoce el número real de genes de estos anfibios). 
Muchos de los organismos cuyos genomas se han secuenciado (p. ej., la 
mostaza Arabidopsis y el pez globo Fugu) se seleccionaron porque po- 
seen genomas especialmente compactos. (Véase Nature Revs. Gen. 9:689, 
2008, para una revisión sobre las cifras de genes en animales). 


opuesto dificultades para clonarse o secuenciarse con la tecnolo- 
gía de ese momento. 

A pesar de este notable logro en la secuenciación de nucleó- 
tidos, todavía se desconoce el número real de genes que codifi- 
can proteínas en el genoma humano. La identificación de genes 
mediante diversos programas computacionales (algoritmos) está 
plagada de dificultades y en realidad, la estimación previa de 
30000 genes humanos codificadores de proteínas sigue en conti- 
nua revisión descendente. Aunque para la mayoría de los biólo- 
gos ha resultado una sorpresa, las estimaciones actuales colocan 
la cifra alrededor de 20000. Esto significa que los seres humanos 
tienen casi el mismo número de genes codificadores de proteínas 
que un gusano microscópico o una planta de mostaza, así como 
la mayor parte de otros vertebrados, incluido el pez globo (Fugu), 
el pollo o ratón (fig. 10-27).* 

Si las diferencias en la complejidad de los organismos no 
pueden explicarse por el número de genes codificadores de pro- 


*En la figura 10-27 también puede observarse que existe muy poca correlación 
entre el número de genes codificadores de proteína y la cantidad total de 

DNA en el genoma. Por ejemplo, en el pez globo, que tiene aproximadamente 
el mismo número de genes que otros vertebrados, el tamaño del genoma es 
alrededor de un octavo del propio del ser humano. En el otro extremo del 
espectro, el genoma de determinadas salamandras es unas 30 veces mayor que 
el genoma humano. El contraste en el tamaño del genoma entre los vertebrados 
refleja una notable diferencia en el contenido de DNA muy repetido no 
codificador. Es poco clara la importancia evolutiva de estas diferencias. 
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teínas en su genoma, ¿cómo pueden explicarse? En realidad no 
existe una respuesta adecuada a esa pregunta, pero pueden listar- 
se algunas posibilidades a considerar. 


1. Como se describe en el capítulo 12, un solo gen puede codi- 
ficar varias proteínas relacionadas como resultado de un pro- 
ceso llamado corte y empalme alternativo (alternative splicing) 
(sección 12.5). Varios estudios recientes sugieren que más del 
90% de los genes humanos podrían participar en el corte y 
empalme alternativo, de manera que el número real de proteí- 
nas codificadas por el genoma humano es al menos varias ve- 
ces mayor que el número de genes que contiene. Es probable 
que surjan mayores diferencias entre los organismos cuando se 
exploren mejor estos y otros mecanismos “intensificadores de 
genes”. Esta expectativa es consistente con las observaciones 
de que los genes de los vertebrados tienden a ser más comple- 
jos (o sea, tienen más exones) que los de moscas y gusanos, y 
tienen mayor incidencia de corte y empalme alternativo. 

2. Los biólogos moleculares dedicaron un esfuerzo enorme a 
estudiar los mecanismos que regulan la expresión génica. A 
pesar de este esfuerzo, la comprensión de estos mecanismos 
es muy limitada. Por ejemplo, se aprendió que una gran par- 
te del genoma se transcribe a un conjunto desconcertante 
de moléculas de RNA, pero se sabe muy poco sobre lo que 
hace la mayor parte de estos RNA en la célula. Cada vez se 
fortalece más la idea de que muchos de estos RNA tienen 
una función de regulación génica. También hay evidencia 
creciente de que el número y complejidad de estos RNA no 
codificadores puede relacionarse con el nivel de complejidad 
de diversos organismos. Por ejemplo, en un estudio reciente 
los investigadores buscaron identificar el número de micro- 
RNA producidos por varios organismos. Como se explica en 
el siguiente capítulo, los micro-RNA son uno de los RNA 
reguladores mejor estudiados. Los investigadores encontra- 
ron que las esponjas expresan casi 10 micro-RNA distintos y 
las anémonas marinas alrededor de 40. Esto se compara con 
los casi 150 identificados en gusanos y moscas de la fruta, y 
con al menos 1000 en los seres humanos. Esto no implica 
que la cantidad de micro-RNA sea el principal determinante 
de la complejidad morfológica, sino que sugiere que falta mu- 
cho por aprender sobre la regulación génica antes de com- 
prender la base de la diversidad biológica. 

3. En los últimos 10 años ha surgido una nueva área de estu- 
dio biológico (llamada biología de sistemas) que se enfoca 
en la manera en que las proteínas trabajan juntas como redes 
complejas, en lugar de actores individuales. En la figura 2-41 
se presenta un ejemplo muy sencillo de una red proteínica. 
Como las células producen miles de proteínas distintas, con 
grados variables de interacción, estas redes pueden volverse 
muy complejas y dinámicas. Un aumento relativamente pe- 
queño en el número de elementos que conforman una red, o 
un incremento en el tamaño y complejidad de esos elementos, 
podría aumentar mucho la complejidad de la red y por tanto 
la complejidad del organismo entero. 


Podrían agregarse muchos otros factores a esta discusión, pero el 
punto general está claro: la diferencia aparente en la compleji- 
dad entre distintos grupos de organismos multicelulares depende 
menos de la información genética en el genoma de un organismo 
que de la forma en que se aplica esta información. 


Genómica comparativa: “si se conserva, 
debe ser importante” 


Considérense los hechos siguientes: 1) la mayor parte del geno- 
ma consiste en DNA que reside entre los genes y por tanto re- 
presenta DNA intergénico, y 2) cada uno de los cerca de 20000 
genes humanos codificadores de proteína consiste sobre todo en 
porciones no codificadoras (el DNA de los intrones). Tomados 
en conjunto, estos hechos indican que la porción del genoma que 
codifica a proteínas representa un pequeño porcentaje del DNA 
total (que se estima en alrededor de 1.5%). La mayor parte del 
DNA intergénico e intrónico del genoma no contribuye a las 
capacidades de supervivencia y reproductivas de un individuo, de 
modo que no hay una presión selectiva que mantenga su secuen- 
cia inalterada. Como resultado, la mayor parte de las secuencias 
intergénicas e intrónicas tienden a cambiar con rapidez a medida 
que los organismos evolucionan. En otras palabras, estas secuen- 
cias tienden a no conservarse. En cambio, aquellos segmentos 
del genoma que codifican secuencias proteínicas o contienen 
secuencias reguladoras que controlan la expresión génica (fig. 
12-40) están sometidos a la selección natural. Ésta tiende a elimi- 
nar a los individuos cuyo genoma contiene mutaciones en estos 
elementos funcionales.? Como resultado, tales secuencias tienden 
a conservarse. Con base en estos comentarios, la mejor manera 
de identificar secuencias funcionales es comparar los genomas de 
diferentes tipos de organismos. 

A pesar del hecho de que los seres humanos y los ratones 
no comparten un ancestro común desde hace casi 75 millones 
de años, las dos especies comparten genes similares, los cuales 
tienden a agruparse con un patrón notablemente parecido. Por 
ejemplo, el número y orden de los genes de la globina humana 
que se muestran en la figura 10-23 son en esencia similares a 
los del genoma del ratón. Como resultado, es una tarea muy 
simple alinear las regiones correspondientes del genoma huma- 
no y del ratón. Por ejemplo, el cromosoma humano número 12 
comprende una serie de segmentos, en los cuales cada porción 
corresponde de manera regular a un bloque de DNA de un cro- 
mosoma de ratón. El número del cromosoma de ratón que con- 
tiene cada bloque se indica como sigue. 


Cromosoma humano 12 


Incluso una revisión rápida de este dibujo de un cromosoma 
humano revela los cambios drásticos en la estructura cromosó- 
mica que ocurren conforme la evolución genera nuevas especies 
con el tiempo. Los bloques de genes que están presentes en el 
mismo cromosoma de una especie pueden separarse en distintos 
cromosomas en una especie subsiguiente. Con el tiempo, es pro- 
bable que el número de cromosomas aumente o disminuya con- 


“Es posible reconocer dos caras opuestas de la selección natural. La selección 
negativa o purificadora mantiene (conserva) secuencias con funciones 
importantes, porque los cambios reducen la probabilidad de que el individuo 
sobreviva y se reproduzca. Estas regiones del genoma evolucionan más 
lentamente que las secuencias no funcionales cuyo cambio no tiene efecto en 
la aptitud del individuo y no están sometidas a la selección natural (se dice 
que tales secuencias experimentan evolución neutra). En cambio, la selección 
positiva o darwiniana favorece la asociación y evolución al seleccionar cambios 
de secuencia que hacen a los individuos mejor adaptados a su ambiente y por 
tanto les dan mayores probabilidades de sobrevivir y reproducirse. Estas regiones 
evolucionan más rápido que los segmentos no funcionales. 
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forme éstos se separan o se fusionan. Considerados en sí mismos, 
tales cambios en las posiciones de los genes tienen un efecto muy 
pequeño en los fenotipos de los organismos, pero proporcionan 
una huella visual clara del proceso evolutivo. 

Cuando segmentos homólogos de genomas humanos y de 
ratón se alinean con base en sus secuencias de nucleótidos, se 
observa que cerca de 5% de las secuencias de DNA está muy 
conservado entre ambas especies. Este es un porcentaje conside- 
rablemente más alto del que se esperaría por la combinación de 
las regiones codificantes y las regiones reguladoras de genes (jun- 
tas representan 2% del genoma). Si se acepta uno de los princi- 
pios más importantes de la evolución molecular: “si se conserva, 
debe ser importante”, estos estudios revelan en consecuencia que 
partes del genoma, que se presumía eran secuencias no codifi- 
cantes ni reguladoras “inútiles”, tienen en realidad una función 
importante, pero no definida aún. Es indudable que algunas de 
estas regiones codifican RNA pequeños descubiertos hace poco 
tiempo, pero sus funciones no se han determinado todavía (se 
revisa en la sección 11.5). Es probable que otras tengan “funcio- 
nes cromosómicas” más que “funciones genéticas”. Por ejemplo, 
dichas secuencias conservadas podrían ser importantes para el 
pareamiento cromosómico previo a la división celular. Cualquie- 
ra que sea la función, estos elementos genómicos a menudo se 
localizan a gran distancia del gen más cercano e incluyen algunas 
de las secuencias más conservadas que se hayan descubierto, lo 
que muestra la identidad virtual entre los genomas del ser huma- 
no, rata y ratón. 

Al comparar regiones del genoma de dos especies relacio- 
nadas de manera distante, como las del ser humano y el ratón, 
es posible identificar las regiones muy conservadas por decenas 
de millones de años. Sin embargo, esta medida no es capaz de 
reconocer las secuencias funcionales del genoma humano que 
tienen un origen evolutivo más cercano. Por ejemplo, lo anterior 
puede incluir a genes presentes en los seres humanos y ausentes 
en el ratón o regiones reguladoras que han variado su secuencia 
durante el curso evolutivo de los primates para permitir que se 
unan a nuevas proteínas reguladoras. Las regiones del genoma 
que están dentro de estas categorías son las que se identifican 
mejor por comparación de secuencias en especies muy cercanas. 
Por ejemplo, en un estudio se compararon diferentes segmentos 
correspondientes al genoma de 17 especies distintas de primates. 
Estos ensayos generaron los datos que se ilustran en la figura 
10-28. Las partes con alto grado de conservación (que se indi- 
can con flechas en la parte inferior de la figura) corresponden a 
segmentos que codifican proteína (exones) y pequeñas regiones 
que casi siempre se unen a las proteínas que regulan el gen. Esta 
figura muestra que una comparación de secuencias de tan sólo 
dos o tres especies diferentes no sería suficiente para identificar 
las secuencias más conservadas en estos genomas. Se ha inicia- 
do un esfuerzo concertado (llamado Proyecto ENCODE) para 
identificar todos los elementos funcionales presentes en el geno- 
ma humano. Por desgracia, se carece del conocimiento necesario 
para reconocer muchos de estos elementos funcionales, lo que 
obviamente dificulta la tarea. Un punto quedó claro a partir de 
los estudios recientes: un porcentaje significativo de las secuen- 
cias de DNA funcionales está en evolución constante, por lo que 
no se conserva mucho. En otras palabras, si se limita la búsqueda 
a las secuencias muy conservadas, se corre el riesgo de pasar por 
alto muchos de los elementos más importantes del genoma. 


Ser humano 
Y Chimpancé 
EE Babuino 
YA HL Moro rhesus 
m Moo verde 
IE Moo colobo 
-E Titi 
-E Moo araña 
m o M E Regiones sombreadas 


Secuencia de elementos conservados en todas las especies 
F Diferencias nucleotídicas en al menos una especie 


FIGURA 10-28 Pequeños fragmentos de DNA están muy conservados 
entre los seres humanos y especies relacionadas. La línea superior repre- 
senta la secuencia nucleotídica de un segmento de DNA humano. Cada 
línea por debajo representa la secuencia nucleotídica de otros primates, 
como se señala a la derecha. Estos bloques en cada línea representan seg- 
mentos cuya secuencia nucleotídica se aparta del segmento que corres- 
ponde al humano. La línea inferior muestra las partes de este segmento 
de DNA que están muy conservadas en todas las especies ilustradas, esto 
es, algunas partes cuya secuencia no varía en ninguna de las ocho espe- 
cies. (Tomana DE R. A. Gigss y D. L. NeLson, Science 299:1333, 2003; 
© 2003 AMERICAN ASSOCIATION FOR THE ADVANCEMENT OF SCIENCE.) 


La base genética de “el ser humano” 


Al enfocarse en las secuencias conservadas, se tiende a aprender 
sobre las características que los seres humanos comparten con 
otros organismos. Si se desea comprender mejor la evolución bio- 
lógica única del ser humano, es necesario ver más de cerca aque- 
llas partes del genoma que lo distinguen de otras especies. Los 
chimpancés son nuestro pariente vivo más cercano, pues com- 
partimos un ancestro común que vivió en una época tan reciente 
como hace apenas cinco a siete millones de años. Se pensó que 
un análisis detallado de las diferencias de la secuencia del DNA y 
en la organización génica entre los seres humanos y el chimpancé 
podría decir mucho acerca de la base genética de características 
surgidas en forma reciente que hacen único al ser humano, como 
la marcha erguida y el uso avanzado de herramientas y lenguaje. 
Estas últimas características se han rastreado al cerebro humano, 
que tiene un volumen aproximado de 1300 cm* (unas cuatro ve- 
ces el del cerebro del chimpancé). 

En 2005 se publicó el borrador del genoma del chimpancé. 
En términos generales, los genomas del chimpancé y humano 
difieren en casi 4%, lo cual significa decenas de millones de di- 
ferencias, un nivel de divergencia considerablemente mayor que 
el esperado con base en estudios preliminares. Si bien parte de 
esta divergencia se debe a cambios de nucleótidos individuales 
entre los dos genomas, la mayor parte se atribuye a diferencias 
mayores, como deleciones y duplicaciones de segmentos (véase 
nota a pie de página 400). 

Los investigadores han podido identificar cientos de genes 
en el linaje humano que evolucionan a un ritmo más rápido que el 
de fondo (o neutro), al parecer en respuesta a la selección natural. 
Sin embargo, no está claro cuál de estos genes, si es que lo hay, 
contribuye a “hacernos humanos”. Algunos de los genes de evolu- 
ción más rápida codifican proteínas implicadas en la regulación de 
la expresión génica (factores de transcripción). Son precisamente 
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los tipos de genes que se esperaría que generaran mayores dife- 
rencias fenotípicas, porque pueden afectar la expresión de muchos 
otros genes. De hecho, se supone que las diferencias entre factores 
de transcripción del chimpancé y el ser humano son la causa de 
las diferencias de expresión de las proteínas cerebrales que se pre- 
sentan en la figura 2-48. También se han descrito muchas otras 
diferencias, incluidas alteraciones en ciertos genes codificadores 
de RNA que parecen influir en el desarrollo cerebral. Uno de los 
genes de esta última categoría, llamado HARZ, se extiende sólo 
118 pares de bases, pero contiene 18 sustituciones de bases que 
los distinguen de la región correspondiente en el genoma del 
chimpancé. Esta misma región está muy conservada entre otros 
vertebrados, por lo que es sólo durante la evolución de los seres 
humanos que ha experimentado efectos marcados de la selección 
natural (HAR significa Human Accelerated Region, región acelera- 
da humana). Aunque se desconoce la función de HARZ, el hecho 
de que se exprese sobre todo en el cerebro fetal en desarrollo lo 
convierte en un gen de interés para los investigadores que intentan 
desentrañar la base genómica de la expansión cerebral humana. 
Otro gen de interés codifica la enzima digestiva para el al- 
midón amilasa, presente en la saliva. Los chimpancés tienen una 
dieta relativamente baja en almidón y tienen una copia del gen 
para amilasa 1 (4MY7) en su genoma (fig. 10-292). Durante la 
evolución de los seres humanos, ha existido una aparente selec- 
ción para aumentar el número de copias del gen 4MY1, lo que ha 
dado lugar a una mayor concentración de la enzima en la saliva 
humana. Podría predecirse que el aumento en el nivel de amilasa 
se habría alcanzado durante la evolución por un incremento en 
la expresión del único gen 4MY7 existente en el genoma, pero 
en este caso particular se debió a la duplicación génica. Como se 
observa en la figura 10-294 y se explica en la sección siguiente, el 
número de copias del gen AMY]? es variable. De hecho, el núme- 
ro de copias de este gen tiende a ser mayor en las poblaciones hu- 
manas que ingieren mayores cantidades de almidón en la dieta. 
A la fecha, el mayor interés en este campo se ha concen- 
trado en un gen que codifica un factor de transcripción llamado 


(a) 


FIGURA 10-29 Duplicación del gen para amilasa durante la evolución 
humana. En los resultados mostrados, un par de cromosomas homólo- 
gos de un chimpancé (a) o un humano (4) se hibridaron con sondas de 
color rojo y verde que se unen con distintas porciones del gen AMY?. 
Este gen codifica la enzima amilasa salival, que digiere el almidón. El 
número de copias del gen 4MY17 en cada cromosoma se revela por 
el número de veces que se repiten las sondas fluorescentes. El chimpancé 
tiene una copia del gen 4MY17 en cada cromosoma (o sea, una copia 
por genoma), mientras que los seres humanos tienen varias copias. El 
número de copias del gen varía en el genoma humano, como se ilustra 


FOXP2. Una comparación de las proteínas FOXP2 del ser hu- 
mano y el chimpancé muestra dos diferencias de aminoácidos 
que han aparecido en el linaje humano desde el tiempo de la 
separación a partir del ancestro común más reciente. Lo que hace 
tan interesante a este gen es que las personas con mutaciones en 
el gen FOXP2 sufren un grave trastorno del habla y el lenguaje. 
Entre otros déficit, los sujetos con este trastorno son incapaces 
de realizar los movimientos musculares finos de los labios y la 
lengua que se requieren para la comunicación oral. Los cálculos 
sugieren que los cambios en este “gen del habla” que lo distin- 
guen de la versión del chimpancé se “fijaron” en el genoma hu- 
mano en los pasados 120000 a 200000 años, el lapso en que se 
piensa que apareció el hombre moderno. Tales descubrimientos 
sugieren que los cambios en el gen FOXP2 pudieron haber teni- 
do una función importante en la evolución humana. 

Esta sección se enfoca en las diferencias genómicas entre los 
seres humanos y otros mamíferos porque éste es el tema del pre- 
sente capítulo. Tal vez resulte evidente por la naturaleza limitada 
de esta explicación que los investigadores todavía no progresan 
mucho en la identificación de la base genética de “el ser huma- 
no”. Aún está por verse si esto cambia en los próximos años. Hay 
que tener presente que, incluso a nivel molecular, no se han con- 
siderado muchos factores no genómicos que entran en el tema de 
“lo que nos hace humanos”. 


Variación genética dentro 
de la población humana 


No hay en el mundo dos personas exactamente iguales, porque 
no existen dos individuos, aparte los gemelos idénticos, que ten- 
gan la misma secuencia de DNA en todo su genoma. El geno- 
ma humano cuya secuencia se determinó en el Proyecto Ge- 
noma Humano original provenía en su mayor parte de un solo 
varón. Desde que se completó la secuencia, se ha puesto mucha 
atención al modo en que la secuencia del DNA varía en la po- 
blación humana. Los polimorfismos genéticos son sitios en el 


(b) 
aquí por el hecho de que uno de los dos cromosomas homólogos de este 
individuo tiene 4 copias del gen y el otro cromosoma homólogo tiene 10 
copias. Este es un ejemplo de una variación en el número de copias (pág. 
409). Además, el número de copias del gen 4MY1 en los genomas de 
una población humana determinada tiende a relacionarse con la canti- 
dad de almidón en la dieta de esa población. Esta correlación sugiere que 
el número de copias del gen 4MY7 ha cambiado con la selección natural. 
(REIMPRESA DE GEORGE H. PERRY ET AL. CORTESÍA DE NATHANIEL J. 


Dominy, NATURE Gen. 39:1257, 2007; O corYriGHT 2007 por Mac- 
MILLAN MAGAZINES LIMITED.) 
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genoma que varían de un individuo a otro. Dicho término suele 
referirse a una variante génica que se presenta en cuando menos 
1% de la población de una especie. El concepto de polimorfismo 
genético comenzó con el descubrimiento hecho en 1900 por el 
médico austriaco Karl Landsteiner de que las personas podrían 
tener cuando menos tres tipos sanguíneos alternos, A, B u O. 
Como se expone en la página 126, el grupo sanguíneo es deter- 
minado por diferentes alelos de un gen que codifica una enzima 
que transfiere azúcar. Ahora que se conoce la secuencia genómica 
humana, es posible buscar nuevos tipos de variación genética que 
en la “era pregenómica” podrían nunca haberse revelado. 


Variación de la secuencia de DNA El tipo más común de 
variabilidad genética en seres humanos se presenta en sitios del 
genoma en que ocurren variaciones de nucleótidos individuales 
de un miembro a otro de la población. Estos sitios se denominan 
polimorfismos de nucleótidos individuales (SNP, single nucleo- 
tide polymorphisms). La vasta mayoría de SNP existen como dos 
alelos alternos, por ejemplo A o G. Se piensa que la mayor parte 
de los SNP surgieron por mutación sólo una vez durante el trans- 
curso de la evolución humana, y son compartidos por individuos 
con un ancestro común. Se han identificado los SNP frecuentes 
mediante la comparación de secuencias de DNA de los genomas 
de cientos de individuos diferentes de diversas poblaciones étni- 
cas. En promedio, dos genomas humanos elegidos al azar tienen 
cerca de 3 millones de diferencias en nucleótidos individuales 
entre ellos, o una cada mil pares de bases. Aunque esto podría 
parecer un número grande, significa que los seres humanos son 
99.9% similares entre sí, en promedio, con respecto a la secuencia 
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Duplicación génica (conduce a la copia de varios polimorfismos) 
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FIGURA 10-30 Variantes estructurales. (4) Representación esquemática de 
los principales tipos de polimorfismos genómicos que implican un segmen- 
to significativo de un cromosoma (p. ej., miles de pares de bases). La mayor 
parte de estos polimorfismos son demasiado pequeños para detectarse en el 
examen microscópico de cromosomas pero se detectan con facilidad cuan- 
do se determina el número o la ubicación cromosómica (o ambas cosas) de 


de nucleótidos, lo que tal vez sea mucho mayor que en la mayor 
parte de las especies de mamíferos. Esta similitud en la secuencia 
refleja el hecho de que al parecer la humana es una especie joven, 
en términos evolutivos, y su tamaño de población prehistórica era 
relativamente pequeño. De los casi 15 millones de SNP en el ge- 
noma, se calcula que alrededor de 60 000 se encuentran dentro de 
las secuencias codificadoras de proteínas y producen remplazos 
de aminoácidos en la proteína codificada. Esto corresponde a dos 
o tres sustituciones por gen. Se considera que es esta magnitud de 
variación genética la principal causa de la variabilidad fenotípica 
observada en los seres humanos. El impacto de la variación en la 
secuencia del genoma en la práctica de la medicina se trata en 
la sección Perspectiva humana, de este capítulo. 


Variación estructural Como se ilustra en la figura 10-30a, 
algunos segmentos de genoma pueden cambiar como resultado 
de duplicaciones, deleciones, inserciones, inversiones (cuando un 
fragmento de DNA se encuentra con orientación invertida) y 
otros fenómenos. Estos tipos de cambios casi siempre afectan 
segmentos de DNA que varían en longitud de miles a millones 
de pares de bases. Por su tamaño un tanto grande, estos tipos de 
polimorfismos se denominan variantes estructurales, y apenas co- 
mienza a captarse la magnitud e importancia de su presencia. 
Desde los primeros días del análisis microscópico de los 
cromosomas se sabe que aun entre las personas saludables la 
estructura cromosómica varía. En la figura 10-30% se muestra 
un ejemplo de inversión cromosómica común cuya existencia se 
conoce desde hace más de 30 años. Estudios recientes revelan 
que las variantes estructurales de tamaño intermedio (demasiado 
pequeñas para verse al microscopio y demasiado grandes para 
detectarse con facilidad mediante análisis de secuencia ordina- 
rios), son mucho más comunes de lo que se pensaba. Por ejemplo, 
en un estudio los investigadores compararon el genoma de un 
ser humano “normal” con la secuencia original generada por el 
Proyecto Genoma Humano y descubrieron que diferían en 297 
variantes estructurales de tamaño intermedio (>8 kilobases): 
139 inserciones, 102 deleciones y 56 inversiones. Este es un nivel 
notable e inesperado de variación genómica a gran escala. 


(b) 
genes individuales. (4) A la izquierda está un cromosoma humano 9 normal 
y a la derecha un cromosoma humano 9 que contiene una gran inversión 
que incluye el centrómero del cromosoma (flecha). La inversión, que es 
claramente visible al microscopio, se encuentra en 1 a 3% de la población. 
(B: REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE C. LEE, NATURE Gen. 37:661, 
2005; O corYrIGHT 2005 POR MAcMILLAN MAGAZINES LIMITED.) 
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Variación en el número de copias Como se explica en la pági- 
na 395, la técnica para obtención de huellas de DNA depende 
de diferencias en la longitud de secuencias minisatélite, lo que a 
su vez depende del número de copias de la secuencia presente 
en sitios particulares en los cromosomas. Este es un ejemplo de 
una variación en el número de copias lo CNV). Hallazgos recientes 
revelaron que las CNV mucho más grandes (>1 000 bases) tam- 
bién son frecuentes en la población humana, afectan a miles de 
regiones distintas del genoma, incluida gran cantidad de genes 
que codifican proteínas. Estas CNV de gran tamaño son un tipo 
de variación estructural que se produce por una duplicación o 
deleción de un segmento del DNA. Gracias a estas CNV, mu- 
chas personas portan copias adicionales de uno o más genes que 
codifican proteínas fisiológicas importantes. Por lo general, las 
copias adicionales de genes se relacionan con producción exce- 


En las décadas pasadas, cientos de genes se han caracterizado como causa 
de enfermedades hereditarias poco comunes. En casi todos los casos, el 
gen causante de la enfermedad en estudio se identificó mediante estu- 
dios genéticos tradicionales. Tales estudios comienzan con la localización 
de varias familias cuyos integrantes presentan una frecuencia alta des- 
proporcionada de alguna enfermedad particular. La dificultad inicial es 
determinar cuál es la región alterada en el genoma que comparten todos 
los integrantes de la familia. Cuando se reconoce la región vinculada con 
el trastorno y el gen afectado, el DNA de este segmento se aísla y se obtie- 
ne el gen mutante. Este tipo de procedimiento genético es accesible para 
genes con una alta penetrancia, es decir, genes con una mutación que apa- 
rece en todos los pacientes con la anormalidad. Por ejemplo, el gen mutado 
en la enfermedad de Huntington (pág. 396) posee una alta penetrancia. 
Además, ningún otro gen del genoma causa la afección. 

La mayor parte de los padecimientos comunes que afectan a la es- 
pecie humana, como el cáncer, cardiopatías, enfermedad de Alzheimer, 
diabetes, asma y depresión, tienen un componente genético y se dice que 
poseen tendencia a presentarse y heredarse en las familias. Empero, a dife- 
rencia de las anomalías hereditarias, como la enfermedad de Huntington, 
no existe un solo gen ligado a esta afección. En realidad, se sabe que nu- 
merosos genes se relacionan con el riesgo de padecer la enfermedad y cada 
uno de ellos realiza una pequeña contribución a la probabilidad general 
de desarrollar el trastorno. Además, factores no genéticos (p. ej., causas 
ambientales) modifican el desarrollo del trastorno. Así, la probabilidad 
de desarrollar diabetes se incrementa de manera notoria en sujetos que 
tienen aumento considerable de peso o bien la probabilidad de desarrollar 
cáncer de pulmón se eleva con el tabaquismo. Uno de los objetivos de 
los investigadores en medicina es identificar los genes que contribuyen al 
desarrollo de estas enfermedades comunes, pero complejas en cuanto 
al mecanismo genético. 

Debido a su baja penetrancia, la mayor parte de los genes que indu- 
cen un mayor riesgo de desarrollar afecciones graves no puede identificar- 
se a través de estudios de ligamiento en familias.* En cambio, tales genes 


“No todos los genes implicados en enfermedades comunes tienen baja penetrancia. 
Por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer se presenta con alta frecuencia en 
personas que tienen determinados alelos 4PP (pág. 66), y el cáncer mamario ocurre 
con alta frecuencia en personas que tienen ciertos alelos BRCA (sección 16.3). Pero 
estos tipos de polimorfismos de alta penetrancia raros no son factores importantes 
en el desarrollo de la mayor parte de los casos de esas enfermedades. 


siva de una proteína, lo cual puede alterar el delicado equilibrio 
bioquímico que existe dentro de una célula. Por ejemplo, una 
cantidad considerable de personas que desarrollan enfermedad 
de Alzheimer de inicio temprano tienen copias adicionales del 
gen APP, que codifica la proteína que se considera causante de la 
enfermedad (pág. 66). En algunos casos, las copias adicionales de 
un gen pueden ser provechosas, como se ilustra con duplicación 
repetida del gen de la amilasa (4MY7), que se ha encontrado en 
ciertas poblaciones humanas que consumen abundante almidón 
en su dieta (fig. 10-295). La figura 10-295 también es un exce- 
lente ejemplo de una CNV, ya que muestra el número de genes 
AMY1 en ambas copias de los cromosomas homólogos de una 
persona. Puede verse que un cromosoma contiene sólo cuatro 
copias del gen 4MY1, mientras el cromosoma homólogo contie- 
ne 10 copias del gen. 
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se identifican mejor analizando la ocurrencia de enfermedad en grandes 
poblaciones. Para efectuar este tipo de investigación, los científicos com- 
paran los genotipos de individuos que tienen la enfermedad específica 
con los de individuos de antecedentes étnicos similares no afectados. El 
objetivo es descubrir un nexo (o correlación) entre un trastorno en parti- 
cular, como la diabetes, y polimorfismos genéticos en común. La utilidad 
potencial de este método se ilustra por el descubrimiento a principios del 
decenio de 1990 de un fuerte nexo entre un alelo común del gen que 
codifica la lipoproteína ApoE y la probabilidad de desarrollar enfermedad 
de Alzheimer. En estos estudios se observó que individuos que tenían 
cuando menos una copia del alelo 4POE4 del gen tienen mayor proba- 
bilidad de desarrollar esta enfermedad neurodegenerativa incapacitante 
que las personas que carecen del alelo. Tales descubrimientos abrieron una 
rama importante de investigación sobre el vínculo entre metabolismo del 
colesterol, salud cardiovascular y enfermedad de Alzheimer. 

Como sugiere su nombre, los estudios de relación en el genoma 
completo buscan relaciones entre una enfermedad y polimorfismos que 
podrían localizarse en cualquier parte del genoma. Para esto es necesario 
determinar la secuencia de nucleótidos de grandes partes del genoma de 
todos los sujetos que participan en el estudio. Como se mencionó an- 
tes, los tipos más comunes de variabilidad genética en seres humanos son 
diferencias de un solo nucleótido (SNP), que están distribuidas casi de 
manera uniforme en todo el genoma. Es probable que muchos de los SNP 
que modifican la especificidad codificadora de un gen, o la regulación de 
la expresión de un gen, tengan un cometido importante en nuestra suscep- 
tibilidad a enfermedades complejas. Como el costo de determinar el ge- 
notipo de muestras de DNA humano ha disminuido en grado notable, los 
investigadores comenzaron a analizar los genomas de grandes cantidades 
de personas para identificar los SNP que se presentan más a menudo en 
sujetos afectados por una enfermedad específica que en individuos sanos. 
Incluso si los SNP identificados no son la causa directa de la enfermedad, 
sirven como marcadores genéticos de un locus cercano que pudiera serlo. 
Estos principios están bien ilustrados por un estudio de referencia que 
analizó la relación genómica, publicado en 2005 sobre la degeneración 
macular relacionada con la edad (AMD, age-related macular degeneration), 
que es la principal causa de ceguera en los ancianos. Al inicio, los inves- 
tigadores compararon 96 casos de AMD con 50 testigos, en busca de un 
nexo de la enfermedad con más de 100000 SNP que se habían encontra- 
do en el genotipo de estos sujetos. Encontraron una fuerte relación entre 


individuos con la enfermedad y un SNP en común presente dentro del 
intrón (parte no codificadora) de un gen llamado CFH que interviene en 
inmunidad e inflamación. Los homocigotos para este SNP tuvieron 7.4 
veces mayor riesgo de sufrir la enfermedad. Una vez que identificaron esta 
región del genoma como vinculada con AMD, determinaron la secuencia 
del gen CFH completo en 96 individuos. Encontraron que el SNP que 
habían identificado tenía un vínculo estrecho con un polimorfismo dentro 
de la región codificadora del gen CFH que coloca una histidina en un sitio 
particular de la proteína. Otros alelos de la proteína CFH que no se rela- 
cionaban con riesgo de AMD tenían una tirosina en esta posición. Tales 
observaciones constituyen pruebas adicionales de que la inflamación es 
un factor subyacente en el desarrollo de AMD y señalan un objetivo bien 
definido en la búsqueda de tratamientos para la enfermedad. 

En los últimos años se han realizado muchos estudios de relación en 
el genoma completo. En muchos de estos estudios se exploró el genoma 
de miles de individuos y los resultados se confirmaron en análisis inde- 
pendientes de poblaciones separadas de casos y testigos. Estos estudios se 
volvieron prácticos con la disponibilidad de micromatrices génicas pro- 
ducidas a escala comercial que contienen cientos de miles de fragmentos 
de DNA que contienen los SNP más frecuentes en la población humana. 
Los investigadores pueden incubar la matriz con una muestra de DNA 
de prueba y determinar en poco tiempo cuáles de los posibles SNP se 
encuentran en cada localización genómica en el DNA de esa persona. 
Como resultado de estos estudios, ahora se cuenta con listas de genes (y 
regiones de DNA no codificadoras) para los cuales ciertos alelos o va- 
riantes aumentan la probabilidad de que un individuo desarrolle varias 
enfermedades, incluidas cardiopatía, enfermedad de Crohn, diabetes tipos 
1 y 2, así como varios tipos diferentes de cáncer. 

Cuando los investigadores comenzaron estos estudios de relación, se 
esperaba que revelaran información nueva sobre la base subyacente de las 
enfermedades frecuentes al mostrar genes de los que antes no se hubiera 
sospechado su participación en enfermedades particulares. Los productos 
de tales genes podrían convertirse en objetivos de nuevos tratamientos 
farmacológicos, tal como la identificación de la importancia del gen para 
la HMG CoA reductasa y el gen del receptor para LDL en la hiperco- 
lesterolemia familiar condujo al desarrollo de las estatinas reductoras del 
colesterol (pág. 312). Aunque estos estudios de relación genética todavía 
no conducen a la creación de nuevos fármacos, descubrieron mecanismos 
y vías importantes implicados en el desarrollo de muchas enfermedades 
frecuentes. Para citar sólo un ejemplo, varios de los alelos de susceptibili- 
dad que contribuyen a la diabetes tipo 2 codifican proteínas que funcio- 
nan en las células secretoras de insulina en el páncreas, lo que enfocó una 
atención renovada en la disfunción de estas células durante el desarrollo 
de esta enfermedad. 

A pesar de que los estudios de relación en el genoma completo han 
tenido éxito para señalar genes que contribuyen a enfermedades frecuen- 
tes, también han dejado decepcionados a muchos genetistas clínicos. Des- 
de hace muchos años se conoce el grado en que la herencia contribuye a 
la susceptibilidad general a las enfermedades más frecuentes. Esta medida 
se ha obtenido sobre todo de la comparación de la incidencia de una en- 
fermedad determinada en miembros de la misma familia con la incidencia 
en la población general. Cuando se examinan los resultados de los estudios 
recientes de relación en el genoma completo, casi todos los “alelos de sus- 
ceptibilidad” que se han identificado causan sólo un pequeño aumento en 
el riesgo de desarrollar una enfermedad particular, casi siempre menos de 
1.5 veces la probabilidad sin el alelo. Si se agrega el riesgo elevado que ten- 
dría una persona si portara todos los alelos de susceptibilidad identificados 
para una enfermedad particular, como la enfermedad de Alzheimer o la 
insuficiencia cardiaca, no se aproxima para explicar la contribución cono- 
cida de la genética en el desarrollo de esa enfermedad. En otras palabras, 
hay una gran “heredabilidad faltante” que todavía no se descubre. Muchos 
factores podrían explicar el hecho de que todavía no se descubra la ma- 
yor parte de los elementos genéticos para las enfermedades frecuentes. 
Por ejemplo, es posible que una cantidad muy grande de alelos comunes 
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contribuyan con un riesgo tan pequeño (o sea, tengan penetrancia muy 
baja) que no se hayan detectado en los estudios de relación. Si esto resulta 
cierto, la identificación de tales variables de penetrancia baja podría tener 
poco valor práctico. En el otro extremo de la escala, es posible que haya 
una gran cantidad de alelos muy raros que eleven mucho el riesgo de en- 
fermedad (o sea, que tengan penetrancia moderada). Sin embargo, como 
son raros, este grupo de alelos también podría haber pasado desapercibido 
en los estudios actuales de relación en el genoma completo. Otra posibili- 
dad importante es que gran parte del riesgo para desarrollar la enfermedad 
derive de variaciones estructurales (pág. 409) que no pueden detectarse en 
estudios de relación que dependen de los SNP. 

A pesar de las dificultades actuales, es posible que un día se deter- 
mine si una persona tiene predisposición genética a desarrollar una en- 
fermedad particular tan sólo con la identificación de cuáles nucleótidos 
existen en posiciones clave del genoma de ese sujeto. Varias compañías 
ya comenzaron a poner en práctica este concepto; se les envía una mues- 
tra del DNA y por mil dólares o más, realizan un estudio de los SNP 
que porta el individuo y que incrementan el riesgo de desarrollar varias 
enfermedades frecuentes. Se argumenta que al conocer esta informa- 
ción, se puede modificar el estilo de vida con la finalidad de prevenir 
el desarrollo ulterior de un trastorno particular. Sin embargo, dadas 
las limitaciones de los datos actuales, muchos genetistas han criticado 
mucho estos servicios. 

La información sobre la variación genética también podría dar una 
indicación sobre cómo las personas reaccionarán a un fármaco particular, 
si es probable que se beneficien con él y/o si podrían desarrollar efectos 
colaterales graves. Por citar un ejemplo, los individuos que portan un alelo 
con dos SNP específicos en un gen que codifica la enzima TPMT son in- 
capaces de metabolizar una clase de tiopurinas que se usan con frecuencia 
para tratar un tipo de leucemia infantil. Los homocigotos para este alelo 
tienen un riesgo muy alto de desarrollar una supresión potencialmente 
letal de la médula ósea cuando reciben las dosis normales de fármacos tio- 
purínicos. La mayoría de las enfermedades pueden tratarse con varios me- 
dicamentos alternos, así que la elección apropiada de éstos es un aspecto 
importante de la práctica de la medicina. La industria farmacéutica espera 
que al final los datos sobre los SNP conduzcan a una era de “tratamiento 
farmacológico a la medida”, que permita a los médicos prescribir fármacos 
específicos en dosis particulares ajustadas a cada paciente individual según 
su perfil genético. Es posible que esta era haya comenzado con la reciente 
aprobación por la FDA de micromatriz génica con DNA, que permite a 
los médicos inspeccionar el DNA del paciente a fin de determinar cuáles 
variantes de dos genes de citocromo P-450 distintos posee. Estos genes 
ayudan a determinar la eficiencia con que una persona metaboliza diversos 
fármacos, que van desde analgésicos y antidepresivos hasta antipiréticos 
de venta sin receta. 

El uso de los datos de los SNP en estudios de relación supone un reto 
formidable debido al impresionante número de estos polimorfismos en el 
genoma. A medida que los investigadores estudian la distribución de los 
SNP en diferentes poblaciones humanas, se llevó a cabo un descubrimien- 
to que puede simplificar estos estudios de relación: grandes bloques de 
SNP se han heredado juntos como una unidad en el curso de la evolución 
humana reciente. Para ilustrar lo anterior considérese lo siguiente: si exis- 
tiera una base en particular en cada uno de los sitios polimórficos en una 
región en particular del cromosoma, entonces las bases de todos los otros 
sitios polimórficos en la región podrían predecirse con un alto porcentaje 
de seguridad (p. ej., 90%). De acuerdo con la visión actual, los segmentos de 
SNP se han retenido juntos en el genoma en muchas generaciones de- 
bido a la recombinación genética (p. ej., cruzamiento) que no ocurre de 
manera aleatoria a lo largo del DNA, como se explicó en la discusión del 
mapa de genes en la página 384. En lugar de eso, hay segmentos cortos 
de DNA (1-2 kb) en los que es probable que ocurra la recombinación y 
bloques de DNA entre estos “puntos activos” que tienen baja frecuencia 
de recombinación. Como resultado, ciertos bloques de DNA (casi siem- 
pre de unos 20 kb en longitud) tienden a permanecer intactos porque se 
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FIGURA 1 El genoma se divide en bloques (haplotipos). La línea superior 
muestra un segmento hipotético de DNA que contiene varios SNP (cada 
SNP se indica con un círculo negro). Este segmento particular consiste 
en cinco haplotipos separados por cortas secuencias de DNA muy varia- 
bles. Cada haplotipo aparece como un pequeño número de variantes. De 
los haplotipos mostrados aquí existen tres a seis variantes. Cada variante 
de haplotipo se caracteriza por un grupo específico de SNP, indicado por 
los círculos de color. Todos los SNP de un haplotipo particular variante 
están dibujados en el mismo color para indicar que se heredaron como un 
grupo y que se encuentran juntos en diferentes miembros de la población. 
Cada persona representada en la parte inferior de la ilustración tiene una 
combinación específica de haplotipos en sus dos cromosomas. Algunas 
variantes de haplotipos se encuentran en diferentes grupos étnicos y otras 
poseen una distribución mucho más limitada. 


heredan de generaciones a generaciones. Estos bloques se conocen como 
haplotipos. Los haplotipos se asemejan a “alelos gigantes multigénicos”; 
si se selecciona un sitio específico en un cromosoma particular, existe sólo 
un limitado número de haplotipos alternativos que pueden hallarse en 
esta región (fig. 1). Cada uno de los haplotipos alternativos está definido 
por un pequeño número de SNP (llamados “SNP marcados”) en esta 
región del genoma. Una vez que se ha determinado la identidad de un 
puñado de SNP marcados dentro de un haplotipo, se conoce la identidad 
del haplotipo completo. 

El promedio de la longitud de los haplotipos y el número de ver- 
siones alternativas de cada haplotipo varían entre diferentes poblaciones 
étnicas. Por ejemplo, las personas descendientes de individuos del norte de 
Europa parecen tener haplotipos grandes, con pocas versiones alternativas, 
en comparación con las personas que descienden de los africanos. Este 
descubrimiento sugiere que el grupo anterior procede de una población 
relativamente pequeña en la que se perdieron muchos de los haplotipos de 
sus ancestros. De acuerdo con un cálculo, unos 50 individuos que vivieron 
hace 27000 o 50000 años dieron lugar a todas las poblaciones que hoy día 
se encuentran en el norte de Europa. Las poblaciones africanas presentan 
la variabilidad más grande de haplotipos, según otros estudios que indican 
que el ser humano moderno surgió en África (pág. 395). 

En 2002, unos 25 grupos de investigadores comenzaron un traba- 
jo en colaboración, llamado Proyecto Internacional Mapa de Haplotipos 
(HapMap), encaminado a identificar y localizar (“mapear”) los diversos 
haplotipos que existen en la población humana. El HapMap contendría 
todos los haplotipos comunes (es decir, haplotipos presentes en cuando 
menos 5% de la población) presentes a lo largo de cada uno de los 24 
cromosomas humanos diferentes en 270 miembros de cuatro poblaciones 
étnicamente distintas. Las poblaciones por examinar fueron yoruba de 
África, han de China, japoneses y europeos occidentales (descendientes 
establecidos en Utah). El proyecto finalizó en 2006 y dio por resultado la 
publicación de un HapMap constituido con base en más de cuatro millo- 
nes de SNP marcados, distribuidos uniformemente en todo el genoma. 


Ahora que el HapMap está disponible, los investigadores deben po- 
der identificar nexos entre una enfermedad específica y un haplotipo dado. 
Una vez que se establece tal nexo, la región del genoma que contiene el 
haplotipo puede analizarse en cuanto al gen o los genes en particular que 
contribuyen a la susceptibilidad de alguna enfermedad. El análisis de los 
HapMap también ha suministrado datos sobre los orígenes y migraciones 
de las poblaciones humanas, y aportó información valiosa sobre factores 
que dieron forma al genoma humano. Esto es ilustrado por el siguiente 
ejemplo. El que un adulto pueda beber leche o no sin síntomas gastroin- 
testinales (es decir, el que sea tolerante a la lactosa o no) depende de cuáles 
alelos del gen de la lactasa porte en su genoma. La tolerancia a la lactosa 
se vincula con un haplotipo inusualmente largo que contiene un alelo del 
gen de la lactasa el cual se expresa de manera persistente en la edad adulta. 
Este haplotipo en particular está presente con alta frecuencia en pobla- 
ciones europeas, que han tenido una larga historia de cría de animales 
lecheros, y es raro en la mayor parte de las poblaciones subsaharianas y 
del sudeste asiático, que históricamente no han criado dichos animales. 
Su alta frecuencia entre europeos sugiere que este haplotipo particular es- 
tuvo bajo intensa presión selectiva positiva en poblaciones que dependían 
de productos lácteos para su nutrición. Este haplotipo individual tiene 
más de un millón de bases de longitud, lo cual indica que no ha estado 
junto como bloque un tiempo suficientemente grande para que el entre- 
cruzamiento haya tenido oportunidad de romperse en fragmentos más 
pequeños. De hecho, se estima que este haplotipo estuvo sujeto a fuerte 
presión selectiva hace 5 000 a 10 000 años, aproximadamente la época en 
que se cree apareció la cría de hatos lecheros. Es interesante señalar que 
varias poblaciones del este de África que participan en la producción de 
lácteos también tienen expresión persistente de lactasa. Las mutaciones 
causantes del fenotipo tolerante a la lactosa de estos africanos son distin- 
tas a la mutación encontrada en los europeos, lo que indica que el rasgo 
evolucionó de manera independiente en ambos grupos y representa un 
buen ejemplo de evolución convergente en el linaje humano. 

Si se mira hacia el futuro, es probable que los mayores avances en 
la “medicina genómica” surjan del progreso que se hace hoy en día en la 
tecnología para secuenciación de DNA. Se calcula que el Proyecto del 
Genoma Humano, que incluyó los esfuerzos de más de mil investigadores 
que trabajaron durante varios años y dio lugar a la primera secuencia del 
genoma humano tiene un costo cercano a mil millones de dólares. Para 
2009, varias compañías ya habían declarado que eran capaces de determi- 
nar la secuencia del genoma humano completo por un costo de 10 000 
a 20 000 dólares. Esta drástica reducción en el costo y esfuerzo ha sido 
posible por el desarrollo de una nueva generación de métodos para deter- 
minar las secuencias de DNA. Se espera que estos esfuerzos continúen en 
los próximos años y culminen con el desarrollo de procedimientos de la- 
boratorio de rutina para conocer la secuencia del genoma de un individuo 
por unos cuantos miles de dólares o menos. Si se alcanza el objetivo, será 
posible que una persona cargue un disco compacto que contenga una lista 
de las letras que conforman su genotipo completo. Incluso si nadie está in- 
teresado en aprender sobre su identidad genética única, los investigadores 
deben ser capaces de usar la información obtenida para identificar todos 
los sitios del genoma que contribuyen a la enfermedad humana. De hecho, 
en 2008 se inició una tarea de colaboración internacional para comparar 
las secuencias completas del genoma de al menos mil individuos. Este 
“Proyecto Genoma 1000” debe permitir a los investigadores establecer 
relaciones directas entre una variante genómica particular y un rasgo par- 
ticular, en lugar de tener que depender de estudios indirectos de relación 
en el genoma completo que sólo identifican el SNP marcado del HapMap 
(que no es el defecto causal real). Además, este tipo de proyecto de se- 
cuenciación directa permitirá a los investigadores estudiar la contribución 
de la susceptibilidad a la enfermedad de las variantes estructurales (pág. 
409) y los SNP raros (los que ocurren en menos del 5% de la población). 
Ninguno de estos tipos de variantes se incluye en los estudios actuales de 
relación en el genoma completo. 
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VÍAS EXPERIMENTALES 


La naturaleza química del gen 


Tres años después de que Gregor Mendel presentara los resultados de 
su trabajo acerca de la herencia en guisantes, Friedrich Miescher se 
graduó en una escuela de medicina en Suiza y viajó a Tübingen, Ale- 
mania; su objetivo era hacer una estancia de un año y estudiar bajo la 
dirección de Ernst Hoppe-Seyler, uno de los químicos más notables (y 
tal vez el primer bioquímico) de ese periodo. Miescher se interesó en 
las sustancias químicas contenidas en el núcleo de la célula. Para ais- 
lar material de los núcleos celulares con un mínimo de contaminación 
por los componentes citoplásmicos, Miescher necesitaba células con 
núcleos grandes y fáciles de obtener en gran cantidad. Eligió leuco- 
citos, que obtuvo del pus de vendajes quirúrgicos desechados por una 
clínica local. Miescher trató las células con ácido clorhídrico diluido al 
cual añadió un extracto desproteinizado de estómago de cerdo (dicho 
extracto contenía pepsina, una enzima proteolítica). El residuo conse- 
guido después de este tratamiento se componía sobre todo de núcleos 
celulares aislados que se asentaron en el fondo del tubo. A continuación 
extrajo los núcleos con álcali diluido. El material soluble del álcali se 
purificó de manera adicional mediante precipitación con ácido diluido 
y nueva extracción con álcali diluido. Miescher observó que el extracto 
alcalino contenía una sustancia con propiedades diferentes a las des- 
cubiertas con anterioridad: era una molécula muy grande, de carácter 
ácido y rica en fósforo. Denominó a este material “nucleína”. El año 
de residencia de Miescher concluyó y retornó a su hogar en Suiza, en 
tanto que Hoppe-Seyler, cauteloso acerca de los resultados, repitió el 
trabajo. Confirmados los resultados, Miescher publicó los hallazgos en 
1871.* 

De vuelta en Suiza, Miescher continuó sus estudios de la química 
del núcleo celular. Como vivía cerca del Rhin, podía obtener con facili- 
dad salmones que nadaban contra la corriente y arribaban llenos de hue- 
vecillos o espermatozoides maduros. Los espermatozoides eran células 
ideales para estudiar los núcleos. Al igual que los leucocitos, se pueden 
obtener en gran cantidad y el 90% de su volumen corresponde al núcleo. 
Las preparaciones de Miescher con nucleína obtenida de espermatozoi- 
des tenían un porcentaje más elevado de fósforo (casi el 10% de su peso), 
en comparación con los leucocitos, lo que indicaba que poseían menos 
proteína contaminante. En realidad, fueron las primeras preparaciones 
de DNA relativamente puro. El término “ácido mucleico” lo acuñó en 
1889 Richard Altmann, discípulo de Miescher, quien experimentó con 
métodos de purificación de DNA libres de proteínas de varios tejidos 
animales y levaduras.? 

En los últimos dos decenios del siglo xIx, numerosos biólogos se 
dedicaron al estudio de los cromosomas y describieron su evolución 
durante la división celular y el lapso entre sus divisiones (pág. 381). 
Una forma de observar cromosomas consistió en teñir estas estruc- 
turas celulares con colorantes. Un botánico de nombre E. Zacharias 
descubrió que el mismo colorante que revelaba los cromosomas tam- 
bién teñía una preparación de nucleína extraída con el procedimiento 
de Miescher de digestión con pepsina en un medio de HCI. Además, 
cuando las células extraídas con pepsina y HCl se extrajeron de modo 
subsecuente con álcali diluido, procedimiento ya conocido para extraer 
nucleína, el residuo celular (incluidos los cromosomas) ya no contenía 
material teñible. Estos y otros resultados apoyaron de forma consisten- 
te la idea de que la nucleína era un componente de los cromosomas. 
Otto Hertwig, quien estudió la evolución de los cromosomas durante 
la fecundación, afirmó en 1884 en una disertación profética: “creo que 
es muy probable que la nucleína sea la sustancia encargada no sólo de 
la fecundación, sino también de la transmisión de las características 
hereditarias”.? De manera irónica, cuanto más se aprendía acerca de las 


propiedades de la nucleína, menos se le consideraba elegible para ser el 
material genético. 

Durante los 50 años que siguieron al descubrimiento del DNA de 
Miescher se describió la química de la molécula y la naturaleza de sus 
componentes. Algunas de las contribuciones más importantes en esta 
tarea fueron obra de Phoebus Aaron Levene, quien emigró de Rusia a 
Estados Unidos en 1891 y con el tiempo logró un puesto en el Rocke- 
feller Institute de Nueva York. Levene fue quien por fin resolvió uno de 
los problemas más resistentes de la química del DNA cuando en 1929 
determinó que el azúcar de los nucleótidos era la 2-desoxirribosa.* Para 
aislar el azúcar, Levene y E.S. London colocaron el DNA en el estóma- 
go de un perro mediante una abertura quirúrgica y luego recolectaron 
muestras del intestino del animal. A medida que el DNA pasaba por 
el estómago y el intestino, varias enzimas del tubo digestivo del animal 
actuaron sobre la molécula y fragmentaron los nucleótidos en sus com- 
ponentes y entonces se pudieron aislar y analizar. Levene resumió sus 
conocimientos de los ácidos nucleicos en una monografía publicada en 
ISLA 

A Levene se le acredita la determinación de la estructura en blo- 
ques del DNA, aunque también se le imputa el mayor tropiezo u obs- 
táculo en la búsqueda del material genético. En este periodo, cada vez 
fue más evidente que las proteínas eran muy complejas y mostraban 
gran especificidad como catalizadores en una notable variedad de re- 
acciones químicas. Por otra parte, se pensó que el DNA se integraba 
con bloques formados por los cuatro nucleótidos repetidos de forma 
monótona. El principal defensor de esta concepción del DNA, que se 
llamó teoría de los tetranucleótidos, fue Phoebus Levene. Puesto que los 
cromosomas sólo contenían dos elementos, es decir, DNA y proteína, 
pocos dudaban que la proteína fuera el material genético. 

Mientras tanto, conforme se analizaba la estructura del DNA, se 
desarrolló una nueva línea de investigación en apariencia sin relación 
con el campo de la bacteriología. A principios del decenio de 1920 se 
observó que algunas especies de bacterias patógenas eran capaces de 
crecer en el laboratorio en dos formas diferentes. Las bacterias con ca- 
pacidad virulenta, esto es, células bacterianas causantes de enfermedad, 
formaron colonias con morfología lisa, regular y en forma de domo. Por 
el contrario, las células bacterianas no virulentas crecieron en colonias 
de morfología rugosa, plana e irregular (fig. 1).* El microbiólogo britá- 
nico J.A. Arkwright introdujo los términos liso (S) y rugoso (R) para 
describir estos dos tipos. Al observarlas al microscopio, las células que 
formaban las colonias S estaban rodeadas por una capa de consistencia 
gelatinosa, de la cual carecían las células de las colonias R. La cápsula 
bacteriana protege a las bacterias de las defensas del hospedador, lo que 
explica porqué las células R, sin cápsula, no provocan infección en ani- 
males de laboratorio. 

Por su gran efecto sobre la salud humana, las bacterias causan- 
tes de neumonía (Streptococcus pneumoniae, o nmeumococos) son desde 
hace mucho tiempo foco de atención entre los microbiólogos. En 1923, 
Frederick Griffith, médico del British Ministry of Health, demostró que 
los neumococos también crecen como colonias S o R y además que las 
dos formas eran interconvertibles, es decir, en ocasiones una bacteria R 
podía convertirse en una bacteria S, o viceversa.” Por ejemplo, Griffith 
observó que si inyectaba un número considerable de bacterias R a un 
ratón, el animal casi siempre desarrollaba neumonía y producía bacterias 
que formaban colonias de morfología S. 

Con anterioridad se había demostrado que el neumococo se pre- 
sentaba en varios tipos distintos (I, II y III), que podían distinguirse 
unos de otros por medios inmunológicos. En otras palabras, se pueden 
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FIGURA 1 A la derecha se observan colonias coalescentes formadas con 
neumococos virulentos de tipo S y a la izquierda colonias pequeñas 
con neumococos no virulentos de tipo R. Como se describe después, las 
células de estas colonias S en particular son el resultado de la transfor- 
mación de la bacteria R por DNA de los neumococos del tipo S muertos 
por calor. (Tomana DE O. T. Avery, C. M. MacLzop y M. McCarry, 
J. Exp. MED. 1944; 79:153; CON AUTORIZACIÓN DE ROCKEFELLER UNI- 
VERSITY PrEss.) 


obtener anticuerpos de animales infectados que sólo reaccionan con uno 
de los tres tipos. Más aún, una bacteria de un tipo nunca da lugar a célu- 
las de otro tipo. Cada uno de los tres tipos de neumococos podía ocurrir 
en las formas S o R. 

En 1928, Griffith hizo un descubrimiento sorprendente cuando 
inyectó varias preparaciones bacterianas en un ratón. La inyección 
de numerosas bacterias S muertas por calor o de un pequeño número de 
bacterias R vivas no causó por sí misma ningún daño al ratón. Sin em- 
bargo, cuando se inyectaron juntas las preparaciones al mismo ratón, 
éste desarrolló neumonía y murió. Se pudieron aislar y cultivar bacterias 
virulentas del ratón. Para ampliar sus datos, inyectó combinaciones de 
bacterias de diferentes tipos (fig. 2). De manera inicial inyectó a ocho 
ratones con bacterias S de tipo I muertas por calor junto con un pe- 
queño inóculo de la cepa R tipo II de bacterias vivas. Dos de los ocho 
animales contrajeron neumonía y Griffith pudo aislar y cultivar células 
bacterianas S tipo I virulentas de ratón infectado. Puesto que era im- 
posible que las bacterias muertas por calor volvieran a la vida, Griffith 
concluyó que las células muertas de tipo I habían suministrado algo a las 
células vivas no encapsuladas de tipo II que las transformó en la forma 
encapsulada de tipo I. Cuando creció en cultivo, la bacteria transfor- 
mada continuó su producción de células de tipo 1 y en consecuencia el 
cambio era estable y permanente. 
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Los datos de Griffith acerca de la transformación los confirma- 
ron pronto varios laboratorios de todo el mundo, incluido el de Oswald 
Avery, inmunólogo del Rockefeller Institute, la misma institución donde 
trabajaba Levene. Al principio, Avery dudó de que una sustancia libe- 
rada por una célula muerta pudiera alterar el aspecto de una célula viva, 
pero se convenció cuando Martin Dawson, un joven ayudante, confir- 
mó los mismos resultados en su laboratorio.? Entonces Dawson intentó 
demostrar que la transformación no ocurre siempre en un animal vivo. 
Un extracto crudo de bacterias S muertas, mezclado con un pequeño 
número de células no virulentas (R) cultivadas en presencia de antisue- 
ro R podía convertir las células R en la forma S virulenta. Las células 
transformadas siempre fueron del tipo característico (I, II o III) de las 
células S muertas. 

El siguiente paso lo dio J. Lionel Alloway, otro miembro del la- 
boratorio de Avery, quien tuvo que solubilizar el agente transformante. 
Esto se logró tras congelar y descongelar con rapidez las células muertas 
donadoras, calentar en seguida las células fragmentadas, centrifugar la 
suspensión y hacer pasar el sobrenadante a través de un filtro de porce- 
lana cuyos poros impedían el paso de las bacterias. El extracto soluble 
así filtrado mostró la misma capacidad transformadora que las células 
muertas por calor al principio." 

En la siguiente década, Avery et al. enfocaron su atención en 
purificar la sustancia causante de la transformación y determinar su 
identidad. Tan sorprendente como puede parecer ahora, en aquel tiem- 
po ningún laboratorio del mundo se dedicó a identificar el “principio 
transformador”, como lo llamó Avery. Los avances en este punto fue- 
ron lentos.” Con el tiempo, Avery et al., Colin MacLeod y Maclyn 
McCarty, lograron aislar una sustancia activa del extracto soluble capaz 
de causar la transformación en concentración de apenas una parte en 
600 millones. Todas las pruebas sugerían que la sustancia activa era 
DNA, ya que: 1) poseía muchas de las propiedades químicas caracte- 
rísticas del DNA, 2) ningún otro tipo de material pudo detectarse en 
la preparación y 3) los análisis con diferentes enzimas mostraron que 
sólo aquellas capaces de digerir el DNA podían inactivar el principio 
transformador. 

El trabajo publicado en 1944 se escribió con cautela, sin conclu- 
siones espectaculares, y afirmaba que los genes estaban constituidos 
por DNA y no por proteínas.” Es digno de mencionar que el trabajo 
suscitó escasa atención. Maclyn McCarty, uno de los tres autores, 
narró un incidente en 1949 cuando se le invitó a disertar en la Johns 
Hopkins University, junto con Leslie Gay, quien analizaba los efectos 
del nuevo fármaco dimenhidrinato para tratar la cinetosis. El audito- 
rio estaba lleno y “luego de un breve periodo de preguntas y respuestas 
y después de la presentación del trabajo [de Gay], el presidente de la 
Sociedad se presentó como un segundo orador. Muy poco de lo que 
se dijo se pudo escuchar a causa del bullicio de la gente que permane- 
cía fuera de la sala. Cuando el público abandonó la sala pude contar, 
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FIGURA 2 Se muestra el experimento 
que llevó a cabo Griffith cuando des- 
cubrió la transformación bacteriana. 
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después de los primeros minutos de mi discurso, a escasas 35 personas 
que permanecieron en el auditorio, quizá para escuchar algo acerca de 
la transformación del neumococo o porque sintieron que debían que- 
darse por cortesía”. Pero el verdadero potencial del descubrimiento de 
Avery se reveló en una carta que escribió en 1943 a su hermano Roy, 
también bacteriólogo: 


Si estamos en lo correcto, y por supuesto que esto todavía no se ha 
demostrado, entonces los ácidos nucleicos no sólo son importantes 
desde el punto de vista estructural, sino que también son sustancias 
funcionales activas para definir la actividad bioquímica y las carac- 
terísticas específicas de una célula, además de que por medio de 
una sustancia química conocida es posible inducir cambios prede- 
cibles hereditarios en las células. Esto es algo que durante mucho 
tiempo fue el sueño de los genetistas (...) Suena como si un virus 
pudiera ser un gen. Pero no estoy interesado ahora en los mecanis- 
mos: un paso a la vez (...) Por supuesto, el asunto está colmado de 
implicaciones (...) Se relaciona con genética, química enzimática, 
metabolismo celular y síntesis de carbohidratos, etc. Sin embargo, 
en la actualidad se requieren suficientes pruebas para convencer 
a todos de que la sal sódica del ácido desoxirribonucleico, libre 
de proteínas, posee actividad biológica y propiedades específicas y 
esta es la prueba que ahora tratamos de obtener. Es muy divertido 
hacer burbujas, pero es más sensato reventarlas uno mismo antes 
que alguien lo haga. 


Se han escrito muchos artículos en libros para averiguar la falta 
de entusiasmo para los datos de Avery. Parte de ello quizá sea el estilo 
discreto del artículo y el hecho de que Avery era bacteriólogo, no gene- 
tista. Algunos biólogos estaban convencidos de que las preparaciones de 
Avery debían estar contaminadas con cantidades mínimas de proteína 
y que ese contaminante, no el DNA, era el agente transformador activo. 
Otros se preguntaban si los estudios acerca de la transformación en las 
bacterias podían tener relevancia alguna en el campo de la genética. 

En los años siguientes a la publicación del trabajo tuvieron lu- 
gar cambios importantes en la genética. Se reconoció la existencia de 
cromosomas bacterianos y algunos prominentes genetistas volvieron su 
atención a esos procariotas. Estos científicos estaban convencidos de 
que el conocimiento logrado por el estudio de organismos celulares muy 
simples arrojaría luz sobre los mecanismos que operan en la mayor parte 
de las plantas y animales más complejos. Además, los trabajos de Erwin 
Chargaff y sus colegas acerca de la composición de las bases del DNA 
acabaron con la idea de que esta molécula era sólo una simple serie de 
nucleótidos repetidos (se revisa en la página 413).** Este dato reveló 
la posibilidad de que el DNA tuviera las propiedades necesarias para 
desempeñar un papel importante en el almacenamiento de información. 

Siete años después de la publicación del trabajo de Avery sobre 
la transformación bacteriana, Alfred Hershey y Martha Chase de los 
Cold Spring Harbor Laboratories de Nueva York se enfocaron en un 
sistema todavía más simple, los bacteriófagos, o virus que infectan 
células bacterianas. Alrededor de 1950, los investigadores recono- 
cieron que aun los virus tenían información genética. Los virus in- 
yectaron su material genético en una célula hospedadora, en la que 
pudo dirigir la formación de nuevas partículas virales dentro de la 
célula infectada. En cuestión de minutos, la célula infectada estalló 
y liberó nuevas partículas de bacteriófagos que infectaron a células 
hospedadoras vecinas. 

Era claro que el material genético capaz de dirigir la formación de 
la progenie viral debía ser DNA o proteínas, puesto que eran las únicas 
dos moléculas del virus. Observaciones con microscopio electrónico 
mostraron que durante la infección, la masa del bacteriófago permane- 
cía fuera de la célula, fijada a la superficie celular por apéndices fibrosos 
(fig. 3). Hershey y Chase razonaron que el material genético del virus 
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debía poseer dos propiedades. Primero, si el material dirige el desarro- 
llo de nuevos bacteriófagos durante la infección, entonces debía pasar 
al interior de la célula infectada. Segundo, si el material porta informa- 
ción, ésta debe transmitirse a la segunda generación de bacteriófagos. 
Hershey y Chase prepararon dos grupos de bacteriófagos para utilizar 
como material infectante (fig. 4). Un grupo contenía DNA marcado 
con fósforo radiactivo (DNA[*?P]); el otro grupo poseía proteína mar- 
cada con azufre radiactivo (proteína[*S]). Puesto que el DNA carece 
de átomos de azufre (S) y la proteína no tiene átomos de fósforo (P), 
estos dos radioisótopos suministraron marcas distinguibles en los dos 
tipos de macromoléculas. El plan experimental consistió en infectar a 
una población de células bacterianas con uno u otro tipo de bacteriófa- 
go, esperar unos pocos minutos y luego desprender los virus vacíos de la 
superficie celular. Luego de diferentes intentos y métodos para separar 
la cubierta del fago unida a la bacteria, observaron que la mejor manera 
de lograrlo era mantener la suspensión de bacterias infectadas a la ac- 
ción de las hojas giratorias de una licuadora. Una vez desprendidas las 
partículas del virus de las células se pudieron centrifugar las bacterias 
del fondo del tubo y los virus vacíos permanecieron en el sobrenadante. 

Con base en este procedimiento, Hershey y Chase determinaron la 
radiactividad dentro de las células en comparación con la radiactividad 
de las cubiertas vacías de fago. Observaron que en células infectadas con 
un bacteriófago marcado con proteína radiactiva, la radiactividad per- 
manecía en las cubiertas vacías. Por el contrario, en las células infectadas 
con un bacteriófago marcado con DNA radiactivo, la radiactividad pa- 
saba al interior de la célula hospedadora. Respecto de la radiactividad 
transmitida a la siguiente generación, encontraron que menos de 1% 
de la proteína marcada en la progenie, y casi 30% del DNA marcado, 
pasaron a la siguiente generación. 

La publicación de los experimentos de Hershey y Chase en 1952," 
junto con el abandono de la teoría de los tetranucleótidos, limitó todos 
los obstáculos restantes para aceptar que el DNA era el material genéti- 
co. Entonces surgió un nuevo y enorme interés por una molécula hasta 
entonces ignorada. El escenario estaba listo para el descubrimiento de 


la doble hélice. 


FIGURA 3 Micrografía electrónica de una célula bacteriana infectada por 
bacteriófago T4. Se observa un fago unido por medio de sus fibras de la 
cola a la superficie externa de la célula bacteriana, mientras que las cabe- 
zas de fagos apenas formados se ensamblan en el citoplasma de la célula 
hospedadora. (Lee D. Simon/PHoro RESEARCHERS, Inc.) 
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FIGURA 4 Experimento de Hershey-Chase que muestra que las células bac- 
terianas infectadas con un fago que contiene DNA marcado con *P (molé- 
culas de DNA en rojo) se marcan de forma radiactiva y producen progenie 
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SINOPSIS 


Los cromosomas son portadores de información genética. Las 
primeras observaciones condujeron a los biólogos a considerar el 
papel genético de los cromosomas. Estas observaciones incluyen la 
precisión del reparto de cromosomas entre las células hijas durante 
la división celular; la comprobación de que los cromosomas de una 
especie permanecen constantes en forma y número de una división 
celular a la siguiente; el dato de que el desarrollo embrionario re- 
quiere un conjunto en particular de cromosomas; y la observación 
de que el número de cromosomas se divide a la mitad antes de la 
formación de los gametos y se duplica luego de la unión de un esper- 
matozoide y un óvulo durante la fecundación. Los datos de Mendel 
suministraron a los biólogos nuevos criterios para identificar a los 
portadores de los genes. Los estudios de Sutton acerca de la forma- 
ción de gametos en el saltamontes revelaron la existencia de cromo- 
somas homólogos, la vinculación de homólogos durante la división 
celular que precede a la formación de gametos y la separación de los 
homólogos durante la primera división meiótica (pág. 380). 


Silos genes están empaquetados juntos en los cromosomas trans- 
mitidos de padres a hijos, entonces los genes en los mismos cro- 
mosomas deben estar ligados uno con otro para formar grupos 
de ligamiento. La existencia de grupos de ligamiento se confirmó 
en varios sistemas, en particular en la mosca de la fruta en la que 
se observó que docenas de mutaciones pueden ordenarse en cuatro 
grupos unidos que corresponden a tamaño y número en los cromo- 
somas presentes en las células de estos insectos. Al mismo tiempo, 
se descubrió que la unión era incompleta, es decir, los alelos que de 
manera original están presentes en un cromosoma determinado no 
permanecen juntos en todos los casos durante la formación de los 
gametos, sino que se someten a una distribución aleatoria entre 
los homólogos paternos y maternos. Se propuso que este fenómeno, 
al cual Morgan denominó entrecruzamiento, se debe al rompimien- 
to y unión de segmentos de cromosomas homólogos que ocurrían 
cuando los homólogos se relacionaban durante la primera división 
meiótica. El análisis de descendientes por apareamiento entre adul- 
tos y portadores de un tipo de mutación sobre el mismo cromosoma 
indica que la frecuencia de recombinación entre dos genes suminis- 
tra una medida de la distancia relativa que separa a estos dos genes. 
Por lo tanto, se puede usar la frecuencia de recombinaciones para 
preparar mapas detallados de series ordenadas de genes a lo largo de 
cada cromosoma en una especie. El mapa genético de la mosca 
de la fruta, basado en la frecuencia de recombinaciones, se compro- 
bó de manera independiente mediante el examen de la localización 
de diferentes bandas en el cromosoma politeno gigante observado 
en ciertos tejidos larvarios de estos insectos (pág. 382). 


Los experimentos analizados en la sección Vías experimentales 
suministran datos concluyentes acerca de que el DNA es material 
genético. El DNA es una molécula helicoidal con dos cadenas de 
nucleótidos que discurren en direcciones opuestas con esqueleto 
central exterior y las bases nitrogenadas hacia adentro. Los nucleó- 
tidos de una cadena que contienen adenina son complementarios de 
los nucleótidos de la otra cadena que contienen timina, y del mismo 
modo para los nucleótidos que poseen guanina y citosina. Como re- 
sultado, las dos cadenas de una molécula de DNA son complementa- 
rias entre sí. La información genética está codificada en la secuencia 
lineal específica de los nucleótidos que constituyen las cadenas. El 
modelo de Watson-Crick de la estructura del DNA sugirió un me- 
canismo de replicación, incluidos la separación de las cadenas y el uso 
de cada una como plantilla para dirigir el orden de ensamblado de los 
nucleótidos durante la construcción de la cadena complementaria. 
El mecanismo por el cual el DNA gobierna el ensamblado de una 
proteína específica permanecía en misterio absoluto. La molécula de 


DNA mostrada en la figura 10-10 es un estado relajado que tiene 10 
pares de bases por vuelta de la hélice. Dentro de la célula, el DNA 
tiende a subenrollarse (con menor número de pares de bases por vuel- 
ta) y se dice que muestra superenrollamiento negativo, estado que 
facilita la separación de las cadenas durante la replicación y transcrip- 
ción. El estado de superenrollamiento del DNA puede alterarse por 
acción de las topoisomerasas, enzimas capaces de cortar, reordenar y 


de nueva cuenta unir las cadenas de DNA (pág. 386). 


Toda la información genética presente en un solo conjunto ha- 
ploide de los cromosomas de un organismo constituye el genoma 
del organismo. La variedad de secuencias del DNA que forman 
el genoma y el número de copias de esas secuencias diferentes 
describen su complejidad. El conocimiento de la complejidad del 
genoma procede de los primeros estudios que mostraron una mo- 
lécula de DNA constituida por dos cadenas que se pueden separar 
por calor; cuando la temperatura de la solución desciende, las cade- 
nas complementarias sencillas vuelven a unirse para formar la doble 
cadena de las moléculas estables de DNA. El análisis de la cinéti- 
ca de este proceso de renaturalización suministra una medida de la 
concentración de secuencias complementarias, que a su vez indica 
la variedad de secuencias presentes en una cantidad determinada 
de DNA. Cuanto mayor sea el número de copias de una secuencia 
particular en el genoma, mayor es su concentración y más rápida su 


renaturalización (pág. 393). 


Cuando se reconstruyen fragmentos de DNA procedentes de cé- 
lulas eucariotas, la curva muestra de ordinario tres pasos distintos 
que corresponden a la renaturalización de tres diferentes tipos de 
secuencias de DNA. La fracción muy repetida consta de secuencias 
de DNA cortas repetidas en gran número e incluyen DNA satéli- 
te situado en el centrómero de los cromosomas, DNA minisatélite 
y DNA microsatélite. Estos últimos dos grupos tienden a ser muy 
variables, causan ciertas enfermedades hereditarias y constituyen la 
base de las técnicas de huellas de DNA. La fracción moderadamente 
repetida incluye secuencias de DNA que codifican RNA ribosómico 
y de transferencia y proteínas de histona, así como varias secuencias 
con funciones no codificantes. La fracción no repetida contiene ge- 
nes codificantes de proteínas, de los cuales sólo hay una copia por 
conjunto haploide de cromosomas (pág. 394). 


La organización de la secuencia del genoma es capaz de cambiar, 
ya sea con lentitud en el curso de la evolución o con rapidez a con- 
secuencia de una transposición. Los genes eucariotas que codifican 
proteínas casi siempre son miembros de una familia de multigenes, 
cuyos elementos evidencian datos de una evolución originada en un 
gen ancestral común. Se cree que el primer paso en este proceso es 
la duplicación de un gen, la mayor parte de las veces quizá por el 
fenómeno de entrecruzamiento desigual. Una vez ocurrida la du- 
plicación, sería de esperar que la sustitución de nucleótidos modifi- 
que a varios miembros en diferentes formas y produzca una familia 
de secuencias repetidas con estructura similar pero no idéntica. Por 
ejemplo, los genes de globina están formados con los grupos de ge- 
nes localizados en dos cromosomas distintos. Cada grupo contiene 
varios genes relacionados que codifican polipéptidos de globina em- 
pleados en diversas etapas de la vida del animal. Los grupos también 
contienen seudogenes, homólogos de los genes de globina, pero sin 


función (pág. 399). 


Ciertas secuencias de DNA son capaces de moverse con rapidez 
de un lugar a otro en el genoma por un mecanismo llamado trans- 
posición. Estos elementos transponibles se conocen como transpo- 
sones y son capaces de integrarse por sí mismos de forma aleatoria a 
través del genoma. Los transposones mejor estudiados se encuentran 
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en bacterias. Se caracterizan por secuencias invertidas repetidas en 
sus extremos terminales, un segmento interno que codifica a una 
transposasa requerida para su integración y la formación de secuen- 
cias repetidas cortas en el DNA blanco que flanquea al elemento 
en el sitio de integración. Los elementos eucariotas susceptibles de 
cambiar de sitio pueden desplazarse mediante varios mecanismos. 
En la mayor parte de los casos, el elemento se transcribe a un RNA, 
que puede copiarlo una transcriptasa inversa codificada por elemen- 
to, y el DNA copiado se integra en el sitio específico. La fracción 
moderadamente repetida del DNA contiene dos grandes familias de 
elementos transponibles, la familia 47u y la L1 (pág. 402). 


En la década pasada se secuenciaron más de un centenar de dife- 
rentes genomas. Estos esfuerzos han generado un importante he- 
cho en el ordenamiento y la evolución, ya sea de los componentes 


del genoma que codifican a proteínas o de aquellos que no codifican. 
El genoma humano contiene sólo alrededor de 20000 genes que 
codifican proteínas, pero muchos más polipéptidos pueden sinteti- 
zarse como resultado de actividades de amplificación de genes, como 
el procesamiento alternativo. Es posible obtener información acerca 
de los elementos funcionales del genoma humano comparando la 
secuencia con secciones homólogas de otros genomas para deter- 
minar cuáles porciones están conservadas y cuáles tienden a sufrir 
diversificaciones en su secuencia. Se supone que las secuencias con- 
servadas tienen una función, sea la de codificar o la de regular. Los 
genomas del chimpancé y del ser humano difieren en alrededor de 
4%. Comparar secuencias en los dos genomas proporciona informa- 
ción acerca de genes que han sido sometidos a selección positiva en 
el linaje humano y subyacen a algunas de las características Únicas 


del ser humano (pág. 405). 


PREGUNTAS ANALÍTICAS 


1. ¿En qué habrían diferido los resultados de Mendel si dos de 
los siete rasgos estudiados los codificaran genes situados uno 
cerca del otro sobre alguno de los cromosomas de las plantas 
del guisante? 


2. Sutton pudo suministrar datos visuales de la ley de segregación 
de Mendel. ¿Por qué era imposible para él confirmar o refutar 
la ley de la permutación independiente de Mendel? 


3. Los genes X, Y y Z se localizan en el mismo cromosoma. Re- 
gistre en un mapa sencillo el orden de los genes y la distancia 
relativa entre los genes X, Y y Z a partir de los datos siguientes: 


Frecuencia de entrecruzamiento entre estos genes 


36% X-Z 
10% Y-Z 
26% X-Y 


4. Los alelos situados sobre extremos opuestos de un cromoso- 
ma tienen tal probabilidad de separarse durante el entrecruza- 
miento que pueden hacerlo de manera independiente. ¿Cómo 
es posible determinar mediante cruzamiento genético si estos 
dos genes pertenecen al mismo grupo unido?, ¿cómo podría 
establecerse esto mediante la hibridación de ácidos nucleicos? 


5. ¿Qué puntos de la figura 10-17 se observarían en la renatura- 
lización del DNA que codifica RNA ribosomal? Suponga que 
tiene una preparación pura de fragmentos de DNA cuyas se- 
cuencias codifican RNA ribosómico. Trace la renaturalización 
de este DNA superpuesta a la curva del DNA total mostrada 
en la figura 10-17. 


6. Cerca de 5% del genoma humano consiste en la actualidad en 
duplicaciones de segmentos que han evolucionado en los pasa- 
dos 35 millones de años. ¿Cómo supone usted que los investi- 
gadores son capaces de estimar cuándo se duplicó una región 
particular de un cromosoma? 


7. En la página 403 se afirmó que al menos 45% del genoma 
humano deriva de elementos transponibles. El número actual 
podría ser mucho mayor, pero es imposible hacer una determi- 
nación aproximada del origen de muchas otras secuencias. ¿Por 
qué supone usted que es difícil hacer tales afirmaciones acerca 
del origen de muchas de las secuencias del genoma humano? 


8. Suponga que tiene dos soluciones de DNA, una de cadena sen- 
cilla y otra de doble cadena, con absorbancia de luz ultravioleta 


equivalente. ¿Cuál debería ser la concentración del DNA al 
comparar estas dos soluciones? 


9. ¿Qué patrón de marcado sería esperable después de la hibrida- 
ción in situ entre cromosomas mitóticos y RNA mensajero de 
mioglobina marcada y entre los mismos cromosomas y el DNA 
de la histona marcada? 


10. De acuerdo con la composición de bases que determinó Char- 
gaft, ¿cuál de las siguientes caracterizaría a cualquier muestra 
de DNA»: 1) [A] + [T] = [G] + [C]; 2) [A/[T] = 1; 3) [G] 
= [C]; 4) [A] + [G] = [T] + [C]. Si el contenido de C de 
la preparación de una doble cadena del DNA es de 15%, ¿cuál 


sería el contenido de A? 


11. Si el 30% de las bases de una cadena sencilla de DNA es T, 
entonces el 30% de las bases de las cadenas es A. ¿Es cierto o 
falso?, ¿por qué? 

12. ¿Concuerda usted con la afirmación según la cual 7”, representa 
la temperatura en la cual 50% de las moléculas de DNA en una 
solución es de cadena única? 


13. Asuma que encuentra un primate con un gen de globina B con 
una sola secuencia interpuesta. ¿Piensa que este animal pudo 
evolucionar de un ancestro primitivo que se separó de otros 
animales antes de la aparición del segundo intrón? 


14. En 1996 se publicó un informe en la revista Lancet sobre el 
nivel de expansión de trinucleótidos en el DNA de los donado- 
res de sangre. Estos investigadores encontraron que el nivel de 
expansión de los trinucleótidos disminuyó en grado significati- 
vo con la edad. ¿Puede proporcionar alguna explicación a estos 


hallazgos? 


15. Suponga que se busca un SNP específico en el genoma donde 
la mitad de la población tiene una adenina (A) y la otra mitad 
tiene una guanina (G). ¿Existe alguna manera de determinar 
cuáles de estas variantes estaban presentes en seres humanos 
ancestrales y cuáles se hicieron frecuentes durante la evolución 
humana? 


16. Observe las figuras 10-23 y 10-29. La disposición de genes 
mostrada en la primera evolucionó durante cientos de millones 
de años, mientras que la de la segunda figura evolucionó a lo 
largo de miles de años. Explique las variaciones probables para 
la evolución futura de los genes humanos para la amilasa. 


Expresión del material genético: 
de la transcripción a la traducción 


11.1 Relación entre genes y proteínas 

1 1.2 Sinopsis de la transcripción en 
células procariotas y eucariotas 

1 1.3 Síntesis y procesamiento de los 
RNA ribosómico y de transferencia 


1 1.4 Síntesis y procesamiento de RNA 
mensajeros 


11.5 RNA reguladores pequeños y vías 
de desactivación de RNA 

1 1.6 Codificación de la información 
genética 

1 1.7 Decodificación de los codones: la 
función de los RNA de transferencia 

1 1.8 Traducción de la información 
genética 

Perspectiva humana: 


Aplicaciones clínicas de la 
interferencia de RNA 


Vías experimentales: 
Función del RNA en la catálisis 


n muchos aspectos, el progreso de la biología en el siglo pasado se refleja 

en el cambio del concepto de gen. Como resultado del trabajo de Men- 

del, los biólogos aprendieron que los genes son elementos aislados que 
controlan la aparición de rasgos específicos. De haber tenido la oportunidad, Mendel 
habría argumentado a favor del concepto de que un gen determina un rasgo. Boveri, 
Weismann, Sutton y sus contemporáneos descubrieron que los genes y su representa- 
ción física formaban parte de los cromosomas. Morgan, Sturtevant et al., demostraron 
que los genes tienen una localización específica (se hallan en lugares determinados de 
cromosomas particulares y esta localización permanece constante de un individuo a 
otro). Griffith, Avery, Hershey y Chase demostraron que los genes están compuestos 
de DNA (ácido desoxirribonucleico), y Watson y Crick resolvieron el problema de la 
estructura del DNA, lo que explicaba de qué manera esta macromolécula podía codifi- 
car información heredable. 

A pesar de que la formulación de estos conceptos fue un paso importante en la 
comprensión de la genética, ninguno de ellos define el mecanismo por medio del cual 
la información almacenada en un gen controla las actividades celulares. Éste es el tema 
principal que se revisa en este capítulo. Primero se describen las propiedades del gen y 
luego su función en la expresión de los caracteres hereditarios. Ml 


Modelo de la subunidad grande de un ribosoma procariota a una resolución de 2.4 Á mediante 
cristalografía de rayos X. Esta vista se enfoca en el espacio del sitio activo de la subunidad grande 
que consiste por completo en RNA. El RNA aparece en gris, la proteína en dorado y el sitio activo 
se reconoce por la unión de un inhibidor (en verde). (Cortesía DE Thomas A. STEITZ, YALE 
UNIVERSITY.) 
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11.1 RELACIÓN ENTRE GENES Y PROTEÍNA 


En 1908 el médico escocés Archibald Garrod señaló que los 
síntomas observados en personas afectadas por ciertas enferme- 
dades hereditarias raras eran efecto de la ausencia de enzimas 
específicas; éste fue el primer hallazgo importante de la función 
de un gen. Uno de los trastornos que investigó Garrod fue la 
alcaptonuria, un padecimiento fácil de diagnosticar por el color 
oscuro que adquiere la orina cuando se expone al aire. Garrod 
observó, en personas con alcaptonuria, la ausencia en la sangre 
de una enzima que oxida el ácido homogentísico, compuesto for- 
mado durante el procesamiento de los aminoácidos fenilalanina 
y tirosina. El ácido homogentísico acumulado se excreta por la 
orina y le confiere una tonalidad oscura al oxidarse por el aire. 
Garrod había descubierto la relación entre un gen, una enzima 
y una enfermedad metabólica específicos. Denominó a estas en- 
fermedades “metabolopatías congénitas”. Tal y como ocurrió con 
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otras observaciones tempranas cruciales en genética, los descu- 
brimientos de Garrod se ignoraron durante décadas. 

En 1940, George Beadle y Edward Tatum, del California 
Institute of Technology, resucitaron la idea de que los genes con- 
trolaban la producción de enzimas. Estos investigadores estu- 
diaron la Neurospora, un moho tropical del pan que en condicio- 
nes normales puede crecer en medios muy simples con una sola 
fuente de carbono orgánico (p. ej., un azúcar), sales inorgánicas y 
biotina (una vitamina del complejo B). Puesto que sus necesida- 
des para vivir son mínimas, debía tener capacidad para sintetizar 
todos los metabolitos requeridos. Beadle y Tatum razonaron que 
un organismo con capacidad de síntesis tan amplia debía ser muy 
sensible a deficiencias enzimáticas, fáciles de descubrir mediante 
el protocolo experimental apropiado. En la figura 11-1 se mues- 
tra el protocolo simplificado que se utilizó. 

En esencia, el plan de Beadle y Tatum consistía en radiar las 
esporas del moho y analizarlas en busca de mutaciones que cau- 
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FIGURA 11-1 Experimento de Beadle-Tatum para la separación de 
mutantes genéticos en Neurospora. Las esporas se radiaron para inducir 
mutaciones (paso 1) y se permitió que las colonias crecieran en tubos 
con medios complementados (paso 2). Después se probó la capacidad 
de las esporas individuales producidas por las colonias para crecer en 
un medio mínimo (paso 3). Aquellas que no crecieron eran mutantes y 
la tarea consistía en identificar al gen mutante. En el ejemplo mostrado 
en el paso 4 se encontró que una muestra de las células mutantes cre- 


cía en el medio mínimo complementado con vitaminas, pero no en el 
medio complementado con aminoácidos. Esta observación señala una 
deficiencia en una enzima que ayuda a la formación de una vitamina. En 
el paso 5, el crecimiento de estas mismas células en un medio mínimo 
complementado con una u otra de las vitaminas indica que la deficiencia 
reside en un gen que participa en la formación del ácido pantoténico 
(parte de la coenzima A). 


saran la alteración de alguna enzima. Para detectar tales mutacio- 
nes investigaron la capacidad de las esporas radiadas para crecer 
en medio mínimo, sin los componentes esenciales que debía sinte- 
tizar el propio organismo (fig. 11-1). Si una espora era incapaz de 
crecer en medio mínimo, pero crecía en medio de cultivo comple- 
mentado con alguna coenzima particular (p. ej., ácido pantoténi- 
co de coenzima A), entonces los investigadores podían concluir 
que las células portaban una deficiencia enzimática que impedía 
que tales células sintetizaran dichos compuestos esenciales. 

Beadle y Tatum radiaron primero a miles de células. Dos 
de dichas células perdieron su capacidad de crecer en un medio 
mínimo: una necesitó piridoxina (vitamina B,) y la otra tiamina 
(vitamina B,). Por último, se investigó la descendencia de casi 
100000 esporas radiadas y se aisló a docenas de diferentes tipos 
de mutantes. Cada mutante tenía un defecto genético y por tanto 
presentaba una deficiencia enzimática que impedía a la célula ca- 
talizar una reacción metabólica particular. Los resultados fueron 
claros: un gen específico portaba información para elaborar una 
enzima particular. Esta conclusión se conoció como la hipótesis 
de “un gen-una enzima”. Más tarde, cuando se descubrió que las 
enzimas se componen por lo general de más de una cadena de 
polipéptidos, cada una codificada por un gen distinto, el concep- 
to se denominó “un gen-un polipéptido”. Si bien esta relación 
se aproximó mucho más a la función básica de un gen, tuvo que 
modificarse debido al descubrimiento de que un solo gen genera 
con frecuencia varios polipéptidos vinculados como resultado del 
empalme alternativo (revisado en la sección 12.5). 

¿Cuál es la naturaleza molecular del defecto en una proteína 
por una mutación genética? La respuesta a esta pregunta surgió 
en 1956, cuando Vernon Ingram de la Cambridge University pu- 
blicó la consecuencia molecular de la mutación que causa la dre- 
panocitosis. La hemoglobina posee cuatro grandes polipéptidos. 
Pese a que estas moléculas eran muy grandes para secuenciarlas 
con la tecnología de esa época, Ingram ideó una forma de hacer- 
lo. Por medio de la enzima proteolítica tripsina escindió en va- 
rios fragmentos específicos preparados de hemoglobina normal 
y hemoglobina drepanocítica. Entonces analizó estos fragmen- 
tos peptídicos mediante cromatografía en papel para determinar 
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si eran diferentes algunos de los productos de la digestión por 
tripsina de la hemoglobina normal y de la hemoglobina drepa- 
nocítica. De los 30 péptidos o más presentes en la mezcla, uno 
migró de manera diferente en las dos preparaciones; en aparien- 
cia, esta única diferencia fue la causante de todos los síntomas 
relacionados con la enfermedad. Una vez que se separaron los 
péptidos, Ingram tenía sólo un pequeño fragmento para secuen- 
ciar en lugar de la proteína completa. La diferencia observada 
fue la sustitución de una valina en la hemoglobina drepanocítica 
por un ácido glutámico de la molécula normal. Ingram había 
demostrado que una mutación en un solo gen podía causar una 
sustitución en la secuencia de aminoácidos de un polipéptido. 


Revisión del tránsito de la información 
dentro de las células 


Hasta aquí se ha establecido la relación entre información gené- 
tica y secuencia de aminoácidos, pero este conocimiento por sí 
solo no proporciona indicios acerca del mecanismo para generar 
cadenas de polipéptidos específicas. Según se sabe ahora, existe 
un intermediario entre un gen y su polipéptido, el RNA mensa- 
jero (ácido ribonucleico mensajero, mRNA). El descubrimiento 
del mRNA lo realizaron en 1961 François Jacob y Jacques Mo- 
nod del Instituto Pasteur en París, Sydney Brenner de la Univer- 
sity of Cambridge y Matthew Meselson del California Institute 
of Technology. Un mRNA se ensambla como una copia comple- 
mentaria de una de las dos cadenas de DNA que constituyen un 
gen. La síntesis de un RNA a partir de una plantilla de DNA se 
lama transcripción. Esta secuencia de nucleótidos es comple- 
mentaria de la del gen a partir del cual se transcribió, por lo que 
el mRNA tiene la misma información contenida en el propio 
gen. En la figura 11-2 se muestra una revisión de la función del 
mRNA y su participación en el tránsito de la información en la 
célula eucariota. 

El uso de un mRNA permite a la célula separar información 
almacenada de la información utilizada. Mientras el gen perma- 
nece almacenado, aislado dentro del núcleo como parte de una 
enorme molécula inmóvil de DNA, puede transmitir su informa- 


FIGURA 11-2 Revisión del flujo de información 
en una célula eucariota. El DNA de los cro- 
mosomas localizados dentro del núcleo contiene 
toda la información genética almacenada. Los 
sitios seleccionados del DNA se transcriben en 
pre-mRNA (paso 1) y se procesan en mRNA 
(paso 2). Los mRNA se desplazan fuera del 
núcleo (paso 3) hacia el citoplasma, donde los 
ribosomas que se mueven a lo largo del mRNA 
(paso 4) los traducen en polipéptidos. Después 
de la traducción, el polipéptido se pliega para 
adquirir su conformación original (paso 5). 


Proteína 


(5) 
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ción a un ácido nucleico móvil mucho más pequeño capaz de lle- 
gar al citoplasma. Una vez en el citoplasma, el mRNA puede ser- 
vir como plantilla para controlar la incorporación de aminoácidos 
en el orden específico codificado por la secuencia de nucleótidos 
del DNA y el mRNA. El uso del mRNA también permite a la 
célula incrementar de manera considerable su actividad. Una mo- 
lécula de DNA puede servir como plantilla en la formación de 
muchas moléculas de mRNA, cada una de las cuales puede usarse 
para la síntesis de gran número de cadenas de polipéptidos. 

Las proteínas se sintetizan en el citoplasma por un proce- 
so complejo conocido como traducción. Esta requiere la parti- 
cipación de docenas de componentes diferentes, incluidos los 
ribosomas. Estos últimos son componentes inespecíficos de la 
maquinaria de traducción. Tales complejos citoplásmicos pueden 
programarse como “máquinas”, al igual que una computadora, 
para traducir la información codificada por cualquier mRNA. Los 
ribosomas contienen proteínas y RNA. Los RNA de un riboso- 
ma se conocen como RNA ribosómicos (rRNA) y, del mismo 
modo que los mRNA, cada uno se transcribe a partir de las ca- 
denas de DNA de un gen. En lugar de funcionar con capacidad 
de información, los rRNA brindan soporte estructural y catalizan 
la reacción química en la que los aminoácidos se unen entre sí 
mediante enlaces covalentes. Los RNA de transferencia (tRNA) 
constituyen otro tercer grupo importante de RNA que se requiere 
durante la síntesis de proteínas. Los RNA de transferencia son 
necesarios para traducir la información codificada en los nucleóti- 


dos del mRNA en el “alfabeto” de aminoácidos de un polipéptido. 


a mó Qi» 


© A 


FIGURA 11-3 Estructura bidimensional de un RNA ribosómico bacte- 
riano que muestra la extensa complementariedad de bases entre regio- 
nes diferentes de la cadena sencilla. La sección amplificada evidencia la 
secuencia de bases de un tallo y asa, incluidos un apareamiento de bases 
no convencional (G-U) y un nucleótido modificado, la metiladenosina. 
Una de las hélices aparece con diferente sombreado porque tiene una 
participación esencial en la función del ribosoma, como se revisa en la 
página 463. En la figura 11-430 se muestra un ejemplo de la estructura 
tridimensional de un RNA. 


Los rRNA y tRNA deben su actividad a sus complejos se- 
cundarios y estructuras terciarias. A diferencia del DNA, que 
siempre tiene una estructura que semeja una doble hélice sin 
importar cuál sea la fuente de donde provenga, muchos RNA 
adoptan formas tridimensionales complejas por medio del ple- 
gamiento, estructuras que son muy diferentes de un tipo de RNA 
a otro. En consecuencia, al igual que las proteínas, los RNA pue- 
den efectuar diversas funciones porque adoptan gran variedad de 
formas. Como en las proteínas, el plegamiento de las moléculas 
de RNA sigue ciertas reglas. Así, como la función principal del 
plegamiento de proteínas es cubrir residuos hidrófobos en su in- 
terior, una regla importante del plegamiento de RNA es integrar 
regiones que formen pares de bases complementarios (fig. 11-3). 
Como se observa en la figura 11-3, las regiones de bases aparea- 
das forman por lo general dobles cadenas (y dobles hélices) como 
“tallos”, los cuales están conectados por “asas” de cadena sencilla. 
A diferencia del DNA, el cual consiste exclusivamente en cade- 
nas que forman pares de bases de Watson-Crick (G-C, A-T), los 
RNA contienen a menudo pares de bases que no son comunes 
(recuadro, fig. 11-3) y bases nitrogenadas modificadas. Estas re- 
giones de la molécula, que no son convencionales, sirven como 
sitios de reconocimiento para proteínas y otros RNA promueven 
el plegamiento de RNA y ayudan a estabilizar estructuras de la 
molécula. La importancia de la complementariedad entre pares 
de bases se extiende más allá del tRNA y la estructura del rRNA. 
Como se advierte a lo largo de este capítulo, el apareamiento de 
bases entre moléculas de RNA tiene una función central en la 
mayor parte de las actividades en las que intervienen los RNA. 

Las funciones del mRNA, RNA ribosómico y tRNA se ex- 
ploran con detalle en las siguientes secciones de este capítulo. 
Las células eucariotas contienen otros RNA que también po- 
seen funciones vitales en el metabolismo celular; éstas incluyen 
RNA nucleares pequeños (sn RNA), RNA nucleolares pequeños 
(snoRNA), RNA de interferencia pequeños (siRNA) y micro- 
RNA (miRNA). Esta última clase de RNA se descubrió en fecha 
reciente, lo cual hace pensar, una vez más, que hay muchas activi- 
dades celulares de importancia que aún no se han reconocido. El 
genoma puede codificar cientos de estos pequeños micro-RNA 
y al momento se tiene muy poca idea de la función que realizan. 

Para los conocimientos generales sobre la estructura del 
RNA puede revisarse la página 74. 


REVISIÓN 


1. ¿Cómo lograron Beadle y Tatum concluir que un gen 
codifica a una enzima específica? 

2. ¿De qué forma Ingram determinó la sustitución de ami- 
noácidos en la hemoglobina de individuos con anemia 
drepanocítica sin secuenciar la proteína por completo? 


r 


11.2 SINOPSIS DE LA TRANSCRIPCION 
EN CÉLULAS PROCARIOTAS Y EUCARIOTAS 


La transcripción es un proceso en el cual una cadena de DNA 
provee la información para la síntesis de una cadena de RNA. 
Las enzimas encargadas de la transcripción en células procario- 
tas y eucariotas se denominan RNA polimerasas dependientes 
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de DNA, o tan sólo RNA polimerasas. Estas enzimas incorpo- 
ran nucleótidos, uno a la vez, dentro de una cadena de RNA cuya 
secuencia es complementaria de una de las cadenas de DNA, la 
cual actúa como plantilla. 

El primer paso en la síntesis de un RNA es la vinculación 
de la polimerasa con el DNA plantilla. Esto plantea un tema de 
interés general, en este caso las interacciones específicas de dos 
moléculas muy diferentes, proteínas y ácidos nucleicos. Así como 
diferentes proteínas han evolucionado para unirse a diversos ti- 
pos de sustratos y catalizan distintos tipos de reacciones, también 
evolucionaron algunas para reconocer y unirse a secuencias espe- 
cíficas de nucleótidos en una cadena de ácido nucleico. El sitio 
de la molécula de DNA donde se une la RNA polimerasa antes de 
iniciar la transcripción se llama promotor. Las RNA polime- 
rasas celulares no son capaces de reconocer los promotores por 
sí mismas y requieren la ayuda de proteínas adicionales cono- 
cidas como factores transcripcionales. Además de suministrar 
un sitio de enlace para la polimerasa, el promotor contiene la 
información que determina cuál de las dos cadenas de DNA se 
transcribe y el sitio donde se inicia la transcripción. 

La RNA polimerasa se mueve a lo largo de la cadena de 
DNA que sirve como plantilla hacia el extremo 5' (o sea, en di- 
rección 3' > 5'). Conforme la polimerasa avanza, el DNA se 
desenrolla de manera temporal y la polimerasa ensambla una ca- 
dena complementaria de RNA que crece del extremo 5' en una 
dirección a 3' (fig. 11-4a,b). Como se indica en la figura 11-4c, la 
RNA polimerasa cataliza la reacción 


RNA, + NTP > RNA, , + PP, 


en la que los sustratos del trifosfato de ribonucleósido (NTP) se 
dividen en monofosfatos de nucleósido conforme se polimerizan 
en una cadena covalente. Las reacciones por las que se sinteti- 
zan ácidos nucleicos (y proteínas) se diferencian necesariamente 
de las reacciones llevadas a cabo en el metabolismo intermedio 
discutidas en el capítulo 3. En tanto que algunas de las reaccio- 
nes que conducen a la formación de moléculas pequeñas, como 
los aminoácidos, pueden acercarse lo suficiente al equilibrio, con 
la posibilidad de medir una reacción inversa importante, las re- 
acciones que llevan a la síntesis de ácidos nucleicos y proteínas 
deben ocurrir en condiciones en las que no exista reacción inver- 
sa. Este fenómeno se ejemplifica durante la transcripción con la 
ayuda de una segunda reacción: 


PP, >2P, 


catalizada por una enzima diferente, una pirofosfatasa. En este 
caso, el pirofosfato (PP,) producido en la primera reacción se hi- 
droliza en un fosfato inorgánico (P). La hidrólisis del pirofosfato 
genera gran cantidad de energía libre y hace irreversible la incor- 
poración del nucleótido. 

A medida que la polimerasa se mueve a lo largo de la planti- 
lla de DNA, ésta incorpora nucleótidos complementarios dentro 
de la molécula de RNA en crecimiento. Un nucleótido se incor- 
pora dentro de la cadena de RNA si es capaz de aparear pares de 
bases (Watson-Crick) con el nucleótido de la cadena de DNA 
que se transcribe. Esto puede revisarse en la figura 11-4c en la 
que el 5'-trifosfato de adenosina entrante forma par con el nu- 
cleótido de timina que contiene el DNA plantilla. Una vez que la 
polimerasa se ha movido en un segmento en particular de DNA, 
la doble hélice de DNA se vuelve a formar (como se observa en 


la figura 11-4a,0). En consecuencia, la cadena de RNA no per- 
manece vinculada con su plantilla como un híbrido DNA-RNA 
(excepto por unos nueve nucleótidos justo al lado del sitio donde 
actúa la polimerasa). Las RNA polimerasas son capaces de in- 
corporar alrededor de 20 a 50 nucleótidos por segundo en una 
molécula de RNA y muchos genes en las células se transcriben 
de forma simultánea por cientos o más polimerasas (como se ob- 
serva en la figura 11-11c). La micrografía electrónica en la figura 
11-44 muestra una molécula de DNA de fago con diferentes 
moléculas de RNA polimerasa unidas. 

Las RNA polimerasas son capaces de formar RNA muy lar- 
gos. Por consiguiente, la enzima debe permanecer unida al DNA 
en largos segmentos de la plantilla de DNA (se dice que la en- 
zima es procesiva). Al mismo tiempo, la enzima debe tener una 
vinculación lo suficientemente laxa para poder moverse de un 
nucleótido al siguiente de la plantilla. Mediante metodologías 
bioquímicas es difícil estudiar ciertas propiedades de las RNA 
polimerasas, como la procesividad, porque tienden a promediar 
las diferencias entre moléculas individuales de proteínas. Por lo 
tanto, los investigadores han desarrollado técnicas que hacen po- 
sible seguir las actividades de una sola molécula de RNA polime- 
rasa tal y como las empleadas para estudiar de modo individual 
los motores del citoesqueleto. Dos ejemplos de estos estudios se 
muestran en la figura 11-5. En estos ejemplos, una molécula de 
RNA polimerasa está unida a la superficie de un cubreobjetos y 
se permite que transcriba una molécula de DNA que contiene 
unas pequeñas esferas fluorescentes unidas de manera covalente 
a uno de sus extremos. El movimiento de la esfera fluorescente 
puede seguirse por microscopia de fluorescencia. 

En la figura 11-5a, la cuenta está libre para moverse en el 
medio y su amplitud de movimiento es proporcional a la lon- 
gitud del DNA entre la polimerasa y la cuenta. Conforme la 
polimerasa transcribe la plantilla, la cadena de DNA que conecta 
se elonga y el movimiento de la esfera se incrementa. Este tipo 
de sistema permite a los investigadores estudiar la velocidad de 
transcripción de una polimerasa individual y determinar si la po- 
limerasa transcribe el DNA en un movimiento estable o discon- 
tinuo. En la figura 11-50, la cuenta en el extremo de la molécula 
de DNA que se transcribe queda atrapada por un rayo láser (pág. 
139). La poca fuerza desarrollada por el láser puede variarse lo 
suficiente para detener la transcripción continua del DNA de la 
polimerasa. Las mediciones realizadas en moléculas individuales 
de RNA polimerasa en el acto de transcripción indican que esta 
enzima puede moverse sobre la plantilla, una base (3.4 A) por 
vez, con una fuerza más del doble de la de una molécula de 
miosina. 

Aunque las polimerasas son moléculas relativamente pode- 
rosas, estas enzimas no se encuentran siempre en un estado de 
movimiento continuo, sino que pueden sufrir pausas en ciertos 
puntos a lo largo de la plantilla de DNA e incluso retroceder an- 
tes de reasumir su avance. En algunos casos, una polimerasa que 
permanece detenida debe digerir más allá del extremo 3' de la 
transcripción sintetizada de manera reciente y reiniciar la síntesis 
de la porción errónea antes de continuar su movimiento. Se han 
identificado factores de elongación que aumentan la capacidad 
de la enzima para superar estos controles. 

En este punto de la revisión es útil examinar las diferencias 
en el proceso de la transcripción entre las células procariotas y 
las eucariotas. 
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FIGURA 11-4 Alargamiento de la cadena durante la transcripción. (a) 
Modelo esquemático del alargamiento de una molécula de RNA recién 
sintetizada durante la transcripción. La polimerasa cubre alrededor de 
35 pares de bases del DNA, la burbuja de transcripción compuesta 
de DNA de cadena sencilla (separada) contiene cerca de 15 pares de 
bases y el segmento presente en un híbrido DNA-RNA incluye más 
o menos nueve pares de bases. La enzima crea un superenrollamiento 
(superenrollamiento positivo) de DNA por delante de éste y un des- 
enrollamiento (superenrollamiento negativo) de DNA por detrás (pág. 
391). (b) Modelo esquemático de una RNA polimerasa en el momento 
de la elongación de la transcripción. El DNA en dirección 3' permanece 
en un surco dentro de la polimerasa, sujeto por un par de mandíbulas 
formadas por las dos subunidades principales de la enzima. El DNA 


traza una vuelta pronunciada en la región del sitio activo, por lo que el 
DNA en dirección 5' se extiende en la parte superior de este dibujo. El 
RNA naciente sale del sitio activo de la enzima a través de un conducto 
separado. (c) El alargamiento de la cadena ocurre como resultado de un 
ataque por el 3'0H del nucleótido en el extremo de la cadena en creci- 
miento sobre el 5'a-fosfato del trifosfato de nucleósido que se integra. 
El pirofosfato liberado después se corta y ello dirige la reacción hacia la 
polimerización. La geometría entre el pareamiento de bases entre el nu- 
cleótido de la cadena plantilla y el nucleótido que se integra determina 
cuál de los cuatro posibles trifosfatos de nucleósidos se incorpora en la 
cadena creciente de RNA en cada sitio. (4) Micrografía electrónica de 
varias moléculas de RNA polimerasa unidas a una plantilla de DNA 
de un fago. (D: POR CORTESÍA DE RoBLEY C. WILLIAMS.) 


11.2 SINOPSIS DE LA TRANSCRIPCIÓN EN CÉLULAS PROCARIOTAS Y EUCARIOTAS 425 


Transcripción en bacterias 


Las bacterias, como E. coli, contienen un solo tipo de RNA po- 
limerasa compuesto de cinco subunidades en estrecha relación 
para formar un múcleo enzimático. Si el núcleo de la enzima se 
purifica de las células bacterianas y agrega a una solución de 
moléculas de DNA bacteriano y trifosfatos de ribonucleósido, la 
enzima se une al DNA y sintetiza RNA. Sin embargo, las mo- 
léculas de RNA generadas por una polimerasa purificada no son 
las mismas que las halladas dentro de las células porque el núcleo 
de la enzima se une a sitios del DNA de manera aleatoria y és- 
tos, en condiciones normales, se ignoran in vivo. No obstante, si 
un polipéptido accesorio purificado llamado factor sigma (0) se 
agrega a la RNA polimerasa antes de que ésta se una al DNA, 
la transcripción comienza en sitios específicos (fig. 11-6a,0). La 
unión del factor sigma al núcleo de la enzima incrementa la afi- 
nidad de la enzima para unirse a los sitios promotores del DNA y 
disminuir su afinidad por el DNA en general. Como resultado, se 
cree que la enzima completa se desliza con libertad por el DNA 
hasta que reconoce y se une con una región promotora adecuada. 
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FIGURA 11-5 Ejemplos de técnicas experimentales para rastrear la acti- 
vidad de una sola molécula de RNA polimerasa. (a) En este protocolo, 
la molécula de RNA polimerasa está firmemente unida al portaobjetos y 
se permite que transcriba una molécula de DNA que contiene una esfera 
fluorescente en el extremo terminal en dirección 5'. Las flechas indican 
el movimiento del DNA a través de la polimerasa. La velocidad del mo- 
vimiento y el progreso de la polimerasa pueden rastrearse al observar la 
posición de la esfera en el tiempo, para lo cual se emplea un microscopio 
fluorescente. (4) En este protocolo, la polimerasa unida transcribe una 
molécula de DNA con una esfera en su extremo terminal en dirección 
3'. Como en a, las flechas indican la dirección del movimiento del DNA. 
La esfera queda atrapada en una trampa óptica (rayo láser), la cual ejerce 
una fuerza conocida que puede regularse al ajustar el rayo láser. Este tipo 
de aparato puede medir las fuerzas generadas por una polimerasa activa 
en transcripción. (REIMPRESA DE J. GELLES Y R. Lanpick, CELL 93:15, 
1998, O 1998, con AUTORIZACIÓN DE ELSEVIER SCIENCE.) 


Los análisis de cristalografía con rayos X de la RNA poli- 
merasa bacteriana (fig. 11-8) revelan una molécula con forma de 
“tenazas de cangrejo” con un par de pinzas móviles localizadas 
en un canal interno con carga positiva. Cuando el factor sigma 
interactúa con el promotor, las pinzas de la enzima fijan el DNA 
dúplex en dirección 3', que se localiza dentro del conducto (como 
se muestra en la figura 11-45). La enzima separa entonces (o 
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FIGURA 11-6 Representación esquemática del inicio de la transcrip- 
ción en bacterias. (a) En ausencia del factor ø, la enzima central no in- 
teractúa con el DNA en los sitios de iniciación específicos. (9-4) Cuando 
la enzima central se relaciona con el factor ø, la enzima completa (u 
holoenzima) es capaz de reconocer y unirse con regiones promotoras 
del DNA, separar las cadenas de la doble hélice de DNA e iniciar la 
transcripción en los sitios de inicio adecuados (fig. 11-7). En el modelo 
tradicional mostrado aquí, el factor ø se disocia de la enzima central, ca- 
paz de alargar la transcripción. Estudios recientes sugieren que al menos 
en algunos casos, o puede permanecer con la polimerasa. 
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FIGURA 11-7 Elementos bá- 
sicos de una región promo- 
tora en el DNA de la bacteria 
E. coli. Las secuencias clave 
de regulación necesarias para 
el inicio de la transcripción 
se encuentran en las regiones 
localizadas a —35 y —10 pa- 
res de bases del sitio en el cual 
comienza la transcripción. El 
sitio de inicio marca el límite 
entre los lados + y — del gen. 


Secuencia -35 


desnaturaliza) las dos cadenas de DNA en la región que rodea al 
sitio de inicio (fig. 11-60). La separación de las cadenas torna a la 
plantilla accesible al sitio activo de la enzima, el cual se halla en 
la pared posterior del conducto. El inicio de la transcripción pare- 
ce ser un proceso difícil de activar porque la RNA polimerasa lleva 
a cabo casi siempre diferentes intentos infructuosos para ensam- 
blar una transcripción de RNA. Una vez que 10 a 12 nucleótidos 
se han incorporado de manera satisfactoria a la transcripción en 
crecimiento, la enzima sufre un cambio importante en su confor- 
mación y se transforma en un complejo transcripcional de elonga- 
ción que puede moverse de modo procesivo a lo largo del DNA. 
En el modelo que se muestra en la figura 11-64, a la formación 
de un complejo de elongación, le sigue la liberación del factor o. 
Como se indicó antes, los promotores son los sitios en el 
DNA que se unen con la RNA polimerasa. Los promotores bac- 
terianos se localizan en la región de una cadena de DNA justo 
previa al sitio de inicio de la síntesis del RNA (fig. 11-7). El 
nucleótido en el cual comienza la transcripción se denomina +1 
y el nucleótido anterior —1. Las porciones del DNA anteriores 
al sitio de inicio (hacia el extremo 3' de la plantilla) se encuen- 
tran en dirección 3' del sitio de inicio. Las porciones del DNA 


que son posteriores al sitio de inicio se encuentran en dirección 5' 


de la plantilla. El análisis de las secuencias de DNA en los seg- 
mentos en dirección 3' de un gran número de genes bacterianos 
revela que dos secuencias pequeñas de DNA son similares entre 
diferentes genes. Una de estas secuencias se localiza aproxima- 
damente 35 bases en dirección 3' del sitio de inicio y casi siem- 
pre presenta la secuencia TTGACA (fig. 11-7). Dicha secuencia 
(conocida como el elemento —35) se denomina secuencia de 
consenso, que indica que es la versión más común de la secuen- 
cia conservada, si bien hay algunas variaciones entre los diferen- 
tes genes. La segunda secuencia conservada se localiza alrededor 
de 10 bases en dirección 3' del sitio de inicio donde aparece la 
secuencia TATAAT (fig. 11-7). Este punto en el promotor, Ila- 
mado caja de Privnow por la persona que lo descubrió, se encarga 
de identificar el nucleótido preciso que activa la transcripción. 
Las células bacterianas poseen diferentes factores sigma 
que reconocen distintas versiones de la secuencia promotora. La 
proteína a” se conoce como el factor activador o o de mante- 
nimiento porque inicia la transcripción de la mayor parte de los 
genes. Factores sigma alternativos comienzan la transcripción de 
un pequeño número de genes específicos que participan en res- 
puestas comunes. Por ejemplo, cuando las células de E. coli están 
sujetas a una repentina elevación de la temperatura, se sintetiza 
un nuevo factor g que reconoce una secuencia promotor diferen- 
te y lleva a la transcripción coordinada de una variedad de genes 
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de respuesta al calor. Los productos de estos genes protegen a las 
proteínas de la célula del daño térmico (pág. 78). 

Del mismo modo que la transcripción se inicia en puntos 
específicos en el cromosoma, la terminación también sucede 
cuando el mecanismo de transcripción llega a una secuencia nu- 
cleotídica específica. En casi la mitad de los casos se requiere una 
proteína semejante a un anillo llamada rho para la conclusión de 
la transcripción bacteriana. Rho rodea al RNA recién sintetizado 
y se mueve a lo largo de la cadena en dirección 3' hacia la po- 
limerasa, donde ésta separa el RNA transcrito del DNA al cual 
está unido. En otros casos, la polimerasa detiene la transcripción 
cuando alcanza la secuencia de terminación y se libera de la cadena 
de RNA completa sin la necesidad de factores adicionales. 


Transcripción y procesamiento 
del RNA en células eucariotas 


Como descubrió Robert Roeder en la University of Washington 
en 1969, las células eucariotas tienen tres enzimas transcripta- 
sas distintivas en sus núcleos. Cada una de ellas está encargada 
de sintetizar un grupo diferente de moléculas de RNA (cuadro 
11-1). Las plantas tienen dos RNA polimerasas adicionales que 
no son esenciales para la vida. No se ha encontrado alguna célu- 
la procariota con múltiples RNA polimerasas, mientras que las 
eucariotas más sencillas (levaduras) tienen los mismos tres tipos 
nucleares que se encuentran en las células de los mamíferos. Esta 
diferencia en el número de RNA polimerasas es otra diferencia 
clara entre las células procariotas y las eucariotas. 

La figura 11-84 muestra las estructuras superficiales de las 
RNA polimerasas de cada uno de los tres dominios de la vida: 
arqueobacterias, bacterias y eucariotas. En un examen cuidadoso 
de esta ilustración se notan varias características. Resulta eviden- 
te que las enzimas de las arqueobacterias y las eucariotas tienen 
más similitudes estructurales entre sí que las enzimas bacterianas 
y las eucariotas. Esta característica refleja la relación evolutiva 


CUADRO 11-1 RNA polimerasas nucleares de eucariotas 


Enzima RNA sintetizados 

RNA polimerasa 1 rRNA mayores (de 285, 185, 5.85) 

RNA polimerasa II mRNA, la mayoría de los RNA nucleares 
pequeños (snRNA y snoRNA), la mayoría 
de los microRNA y la RNA telomerasa 

RNA polimerasa HI RNA pequeños, incluidos tRNA, rRNA de 
5S y snRNA de U6 

RNA polimerasa IV siRNA 


(sólo plantas) 
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RNA bacteriana RNAP arqueobacteriana RNAP II eucariota 


(a) 
FIGURA 11-8 Comparación de la estructura de la RNA polimerasa 
procariota y eucariota. (a) RNA polimerasas de los tres dominios de 
vida. Cada subunidad de una enzima está indicada por un color dife- 
rente y es etiquetada de acuerdo con la nomenclatura convencional para 
esa enzima. Las subunidades homólogas se muestran del mismo color. 
Puede verse que las polimerasas de las arqueobacterias y los eucariotas 
tienen estructura más parecida que las enzimas bacterianas y la eucario- 
ta. La RNA polimerasa II (mostrada aquí) es una de las tres principales 
RNA polimerasas nucleares eucariotas. (4) Diagrama tipo listón de la 
estructura central de la RNA polimerasa II de la levadura. Las regiones 


entre las arqueobacterias y las bacterias, que se explicó en la pági- 
na 28. Las subunidades que conforman cada una de las proteínas 
mostradas en la figura 11-84 están indicadas con un color dis- 
tinto, y resulta evidente de inmediato que las RNA polimerasas 
son enzimas con múltiples subunidades. Las subunidades entre 
las diferentes enzimas que son homólogas entre sí (o sea, que 
provienen de un polipéptido ancestral común) se muestran con 
el mismo color. Por tanto, en la figura 11-8a también resulta evi- 
dente que las RNA polimerasas de los tres dominios comparten 
varias subunidades. Aunque la enzima de levadura mostrada en 
la figura 11-84 tiene un total de 12 subunidades, siete más que 
su contraparte bacteriana, la estructura central fundamental de 
las dos enzimas es idéntica. Esta conservación evolutiva en la 
estructura de la RNA polimerasa se revela en la figura 11-82, 
que muestra las regiones homólogas de las enzimas bacterianas y 
eucariotas con una resolución mucho más alta. 

La comprensión de la transcripción en los eucariotas avanzó 
mucho con la publicación en 2001 de la estructura cristalográfica 
por rayos X de la RNA polimerasa II de levaduras a cargo de Ro- 
ger Kornberg et al. de Stanford University. Como resultado de es- 
tos estudios y de los de otros laboratorios en los años subsiguien- 
tes, se conoce mucho sobre el mecanismo de acción de las RNA 
polimerasas conforme se mueven por el DNA y transcriben una 
cadena complementaria de RNA. Una diferencia importante en- 
tre la transcripción en los procariotas y los eucariotas es la nece- 
sidad de estos últimos de una gran variedad de proteínas acceso- 
rias, o factores de transcripción. Estas proteínas participan casi 
sin excepción en cada aspecto del proceso de la transcripción y 
contribuyen a la unión de la polimerasa a la plantilla del DNA, 
inicio de la transcripción, elongación y terminación. A pesar de 
que los factores de transcripción son cruciales para la operación 
de los tres tipos de RNA polimerasas eucariotas, sólo se alude a la 
síntesis del mRNA por la RNA polimerasa II (pág. 435). 


(b) 
de la polimerasa bacteriana que tienen homología estructural con la en- 
zima de la levadura se presentan en color verde. Es evidente el conducto 
grande que sujeta el DNA distal. El metal divalente situado en el ex- 
tremo del conducto y dentro del sitio activo se ve como una esfera roja. 
(a: TOMADA DE AKIRA Hirata, Brianna J. KLEIN y KATSUHIKO S. 
Murakamı. NATURE 451:852, 2008, © copYRIGHT 2008, MACMILLAN 
MAGazINEs LTD. B: TOMADA DE PATRICK CRAMER, Davin A. BusH- 
NELL Y RoGER D. KORNBERG, SCIENCE 292:1874, 2001; O COPYRIGHT 
2001, AMERICAN ASSOCIATION FOR THE ADVANCEMENT OF SCIENCE.) 


Los tres tipos principales de RNA (mRNA, rRNA y 
tRNA) derivan de moléculas precursoras de RNA que son mu- 
cho más grandes que el producto final de RNA. Este precursor 
inicial de RNA es equivalente en longitud a la longitud completa 
del DNA que se transcribe y se llama transcripción primaria, 
o pre-RNA. El segmento correspondiente del DNA del cual 
procede una transcripción primaria se conoce como unidad de 
transcripción. Las transcripciones primarias no existen dentro 
de la célula como un RNA desnudo y por lo general se vincu- 
lan con proteínas apenas después de sintetizarse. Por lo regular, 
estas transcripciones tienen una existencia efímera y se procesan 
en RNA pequeños funcionales por medio de reacciones de “corte 
y empalme”. El procesamiento de RNA requiere gran variedad 
de pequeños RNA (de 90 a 300 nucleótidos de longitud) y sus 
proteínas relacionadas. En las siguientes secciones se examinan 
las actividades vinculadas con la transcripción y el procesamiento 
de cada uno de los tipos principales de RNA eucariota. 


1. ¿Cuál es la función de un promotor en la expresión de 
un gen?, ¿dónde se localizan los promotores para las 
polimerasas procariotas? 

Describa los pasos durante el inicio de la transcripción en 
procariotas. ¿Cuál es la función del factor sigma?, ¿cuál es 
la naturaleza de la reacción en la cual los nucleótidos se in- 
corporan en la cadena del RNA en crecimiento?, ¿cómo se 
determina la especificidad de la incorporación de nucleóti- 
dos? y ¿cuál es la función de la hidrólisis de pirofosfato? 
¿Qué distingue a las RNA polimerasas de procariotas 

y eucariotas?, ¿cuál es la relación entre el pre-RNA y el 
RNA maduro? 


N 
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11.3 SÍNTESIS Y PROCESAMIENTO DE 
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LOS RNA RIBOSOMICO Y DE TRANSFERENCIA 


Una célula eucariota puede contener millones de ribosomas, cada 
uno consistente en varias moléculas de rRNA unidas con doce- 
nas de proteínas ribosómicas. La composición del ribosoma de 
mamífero se muestra en la figura 11-9. Los ribosomas son tan 
numerosos que más de 80% del RNA de la mayor parte de las cé- 
lulas consiste en RNA ribosómico. Para garantizar que las células 
sean capaces de tener esa gran cantidad de transcripciones, las 
secuencias de DNA que codifican el rRNA se repiten cientos de 
veces. Este DNA, conocido como rDNA, se localiza casi siem- 
pre en una o algunas regiones del genoma. El genoma humano 
posee cinco regiones rDNA, cada una en distintos cromosomas. 
En una célula sin división (interfase), los grupos de rDNA están 
reunidos como parte de una o más formas irregulares de estruc- 
turas nucleares, conocidas como nucléolos, que participan en la 
generación de ribosomas (fig. 11-104). 

La mayor parte de un nucléolo se compone de subunida- 
des ribosómicas que le confieren una apariencia granular (fig. 
11-102). Localizadas dentro de esta masa granular se encuen- 
tran una o más porciones nucleares redondeadas que consisten 
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FIGURA 11-9 Composición macromolecular del ribosoma de un ma- 
mífero. Este esquema muestra los componentes presentes en cada una 
de las subunidades de un ribosoma de mamífero. La síntesis y procesa- 
miento de los rRNA y el ensamble de las subunidades ribosómicas se 
revisan en las páginas siguientes. (TomaDa DE D. P. SNUSTAD ET AL., 
PRINCIPLES OF GENETICS. O 1997 Jonn WiLeY & Sons, Inc. REIMPRE- 
SA CON AUTORIZACIÓN DE Jonn WiLeY & Sons, Inc.) 


a z5: 
P A r TA | 
$ si : i - i fd 
Componente fibrilar denso my FE 
E, % (dfc) C] T 
Centro 5 TEF 
fibrilar Ta | i 
a - (fc) 7 TF g o 
Componente LSF 
granular (gc) = ES 
(b) 


FIGURA 11-10 El nucléolo. (a) Micrografía óptica de dos células hu- 
manas de HeLa transfectadas con un gen que codifica a una proteína 
ribosómica fusionada a la proteína fluorescente verde (GFP). La proteí- 
na ribosómica fluorescente puede observarse en el citoplasma, donde se 
sintetiza y realiza su función, y en el nucléolo (flechas blancas), donde 
se ensambla para formar los ribosomas. (4) Micrografía electrónica de 
una sección que muestra parte de un núcleo con el nucléolo. Se distin- 
guen tres regiones morfológicas en el nucléolo. La parte principal del 
nucléolo consiste en un componente granular (gc). Embebidos dentro 
de los gránulos se hallan los centros fibrilares (fc) que están rodeados por 
componentes fibrilares más densos (dfc). El recuadro muestra un dibujo 
esquemático de estas partes del nucléolo. De acuerdo con un modelo, el 
fc contiene el DNA que codifica al RNA ribosómico y el dfc contiene la 
transcripción del pre-rRNA emergente y proteínas relacionadas. Según 
este modelo, la transcripción del precursor del pre-rRNA se realiza en la 
frontera entre el fc y el dfc. (Noza: los nucléolos tienen otras funciones 
no relacionadas con la biogénesis de los ribosomas que no se consideran 
en este texto.) La barra tiene un diámetro de 1 um. (a: TOMADA DE C.E. 
Lyon Y A. I. Lamon, Curr. Bior. 10:R323, 2000; B: TOMADA DE Pa- 
VEL Hozak ET AL., J. CELL Science 107:641, 1994; CON AUTORIZACIÓN 
DE THE COMPANY OF Brorocists, Lro.) 


11.3 SÍNTESIS Y PROCESAMIENTO DE LOS RNA RIBOSÓMICO Y DE TRANSFERENCIA 429 


de manera primaria en material fibrilar. Como se describe en la 
figura 11-10, el material fibrilar contiene al parecer moldes de 
rDNA y transcripciones incipientes de rRNA. En las siguientes 
secciones se describe el proceso por medio del cual se sintetizan 
estas transcripciones de rRNA. 


Síntesis del precursor de rRNA 


Por lo general, los oocitos son células muy grandes (p. ej., 100 
um de diámetro en mamíferos) y los de anfibios suelen ser gi- 
gantes (superiores a 2.5 mm en diámetro). Durante el crecimien- 
to de los oocitos de anfibio la cantidad de rDNA en la célula 
se incrementa de manera considerable y también el número de 
nucléolos (fig. 11-114). Se requiere la amplificación selectiva 
de rDNA para generar un gran número de ribosomas que se 
necesitan para que el huevo fecundado comience su desarrollo 
embrionario. Como estos oocitos contienen cientos de nucléo- 
los, cada uno de los cuales elabora rRNA de modo activo, di- 
chos oocitos son modelos ideales para el estudio de la síntesis de 
rRNA y su procesamiento. 


Nucléolos 


(a) 
FIGURA 11-11 Síntesis del RNA ribosómico. (2) Micrografía óptica 


de un núcleo aislado de oocito de Xenopus teñido que revela cientos de 
nucléolos. (2) Micrografía electrónica de un segmento de DNA aislado 
de un nucléolo del oocito del Xenopus. El DNA (llamado rDNA) contiene 
los genes que codifican a los dos RNA ribosómicos grandes, los cuales se 
forman a partir de una sola transcripción primaria. Numerosos genes 
se muestran aquí, cada uno en el proceso de la transcripción. Ésta se reco- 
noce por la estructura fibrilar unida al DNA. Dichas fibras consisten en 
RNA naciente y proteínas relacionadas. Los segmentos de DNA entre los 
genes que se someten a transcripción son fragmentos que no se transcri- 
ben. Las flechas indican sitios donde se inicia la transcripción. (c) Vista 
cercana de dos genes nucleolares sujetos a transcripción. La longitud de 
la transcripción primaria del rRNA emergente se incrementa conforme la 
distancia aumenta desde el punto de inicio. Las moléculas de la RNA po- 
limerasa de la base de cada fibrilla pueden observarse como puntos. (A: TO- 
MADA DE DonaLD D. Brown E Icor B. Dawb, Science 160:272, 1968; 
© 1968 AMERICAN ÁAssocIATION FOR THE ADVANCEMENT OF SCIENCE. 
B-C: CORTESÍA DE Oscar L. MILLER, JR., Y BARBARA R. BEATTY.) 


La comprensión de la síntesis del rRNA avanzó de forma 
notable a finales de la década de 1960 con el desarrollo de téc- 
nicas diseñadas por Oscar Miller, Jr., de la University of Virginia 
para visualizar “genes activos” por medio de microscopia electró- 
nica. Para llevar a cabo estos estudios, los núcleos o porciones 
fibrilares del nucléolo de los oocitos se prepararon de manera 
cuidadosa para revelar la presencia de grandes fibras circulares. 
Cuando una de estas fibras se examinó por medio de micros- 
copia electrónica, se observó algo semejante a una estructura de 
árbol de Navidad (fig. 11-112,c). Las micrografías electrónicas 
de la figura 11-11 revelan diferentes aspectos de la actividad nu- 
cleolar y la síntesis de rRNA. 


1. La micrografía en la figura 11-114 muestra numerosos genes 
que codifican el RNA ribosómico situados uno después del 
otro a lo largo de una sola molécula de DNA, lo cual revela el 
ordenamiento en tándem de los genes de rRNA repetidos. 


2. La micrografía en la figura 11-110 revela una imagen estática 
de sucesos dinámicos que ocurren en el nucléolo. La fotogra- 
fía provee con gran detalle la información acerca de los proce- 
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FIGURA 11-12 Unidad de transcripción del rRNA. El dibujo de la 
parte superior muestra la apariencia de una porción del DNA de un 
nucléolo, el cual transcribe un rRNA. La representación de abajo 
ilustra una de las unidades de transcripción que codifica al rRNA 
en Xenopus y ratones. Estas partes del DNA que codifican a los pro- 
ductos de IR NA maduros aparecen en azul. Las regiones del espacio 


sos de la transcripción del rRNA. Cada una de las 100 o más 
fibras que emergen del DNA, como las ramas de un árbol de 
Navidad, es una transcripción naciente de rRNA que aparece 
en el proceso de la elongación. Los gránulos oscuros en la base 
de cada fibrilla, que son visibles en la fotografía magnificada de 
la figura 11-11c, son las moléculas de RNA polimerasa I al 
sintetizar esta transcripción. La longitud de las fibrillas se 
incrementa de forma gradual desde uno de los extremos del 
tronco del árbol de Navidad al otro extremo. Las fibrillas cor- 
tas son moléculas de RNA de pocos nucleótidos que se unen 
por moléculas de polimerasa al DNA muy cercano al sitio de 
inicio de la transcripción. Las fibrillas más largas están más 
cerca de la terminación de la transcripción. La longitud del 
DNA entre las fibrillas más cortas y las más largas de RNA 
corresponde a una sola unidad de transcripción. El promotor 
permanece en dirección 3' del sitio de inicio de la transcrip- 
ción. La elevada densidad de las moléculas de RNA polime- 
rasa a lo largo de cada unidad de transcripción (cerca de uno 
por cada 100 pares de bases de DNA) refleja la gran velocidad 
de la síntesis de rRNA en los nucléolos de estos oocitos. 


3. En la figura 11-11c se observa que los transcritos nacientes 
de RNA contienen partículas asociadas. Estas partículas con- 
sisten en RNA y proteína que trabajan en conjunto para con- 
vertir los precursores rRNA en sus productos finales rRNA y 
ensamblarlos en subunidades ribosómicas. Tales fenómenos 
de procesamiento ocurren mientras se sintetiza la molécu- 


la de RNA. 


4. Como puede observarse en la figura 11-110, la región de la 
fibra del DNA entre las unidades de transcripción adyacen- 
tes es el lugar donde se forman las cadenas de RNA. Debi- 
do a que esta región del grupo de genes ribosómicos no se 
transcribe, se conoce como el espaciador no transcrito (fig. 
11-12). Los espaciadores no transcritos están presentes entre 
varios tipos de genes repetidos en tándem, incluidos los que 
contienen los tRNA y las histonas. 


Læ 
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transcrito, esto es, áreas del DNA que se transcriben pero cuyos RNA 
correspondientes se degradan durante el procesamiento, se muestran 
en amarillo. El espaciador no transcrito, que permanece entre las uni- 
dades de transcripción, contiene las regiones promotoras en el extre- 
mo 5' del gen. (Secún B. SoLLNER-WEBB Y E. B. Moucey, TRENDS 
BriochHeEm. Sci. 16:59, 1991.) 


Procesamiento del rRNA precursor 


Los ribosomas eucariotas poseen cuatro distintos RNA ribosó- 
micos, tres localizados en la subunidad grande y uno en la peque- 
ña. En los seres humanos, la subunidad grande contiene molécu- 
las de RNA 285, 5.88 y 55, y la subunidad pequeña una molécula 
de RNA 185.* Varias nucleasas cortan tres de estos rRNA (los 
285, 18S y 5.85) en una transcripción única primaria (llamada 
pre-rRNA). Los 5S rRNA se sintetizan a partir de un RNA 
precursor por separado fuera del nucléolo. Primero se analiza el 
prerRNA. 

Dos de las características del pre-rRNA, cuando se com- 
paran con otras transcripciones de RNA, son el gran número 
de nucleótidos metilados y los residuos de seudouridina. En el 
momento en que un precursor de pre-rRNA humano se somete 
a corte, más de 100 grupos metilos se agregan a los grupos de 
ribosa en la molécula y alrededor de 95 de sus residuos de uridi- 
na se convierten por modificación química en seudouridina (fig. 
11-154). La totalidad de estas modificaciones ocurre después 
de que los nucleótidos se incorporan en el RNA naciente, esto 
es, de manera postranscripcional. Los nucleótidos modificados se 
localizan en posiciones específicas, se agrupan en porciones de- 
finidas de la molécula y se conservan en todos los organismos. 
Todos los nucleótidos en el pre-rRNA modificados permanecen 
como parte de los productos finales, mientras que las secciones 
no modificadas se descartan durante el proceso. La función de 
los grupos metilo y seudouridinas no es clara. Estos nucleótidos 
modificados pueden proteger partes del pre-rRNA del corte en- 
zimático, promover el plegamiento del rRNA en su estructura 
tridimensional final o promover interacciones de los rRNA con 
otras moléculas. 


“El valor S (o unidad de Svedberg) se refiere al coeficiente de sedimentación 
del RNA; cuanto más grande sea el número, con mayor rapidez se mueven 
las moléculas a través de un campo de fuerza durante la centrifugación, y 
(para un grupo de moléculas químicamente semejantes) mayor el tamaño de 
las moléculas. Los RNA 288S, 185, 5.88 y 5S consisten de nucleótidos con 
longitudes de unos 5000, 2000, 160 y 120 nucleótidos, respectivamente. 
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Como los rRNA se metilan en considerable proporción, su 
síntesis puede analizarse tras incubar las células con metionina 
marcada con radiactividad, un compuesto que sirve en la mayoría 
de las células como donador de grupos metilo. El grupo metilo se 
transfiere por medios enzimáticos de la metionina a nucleótidos 
en los pre-rRNA. Cuando se añade la metionina [**C] a célu- 
las de mamífero cultivadas por un periodo corto de tiempo, una 
fracción considerable de la radiactividad incorporada se halla en 
una molécula de RNA 455, con una longitud de unos 13000 
nucleótidos. Los RNA 455 se cortan en moléculas pequeñas que 
entonces se convierten en moléculas rRNA 285, 18S y 5.85. La 
longitud combinada de las tres moléculas de rRNA maduros se 
aproxima a 7000 nucleótidos o un poco más de la mitad de la 
transcripción primaria. 

Algunos de los pasos que sigue la vía del procesamiento de 
los pre-rRNA 455 para convertirse en los IR NA maduros pue- 
den analizarse si se incuban las células de mamífero en un perio- 
do muy breve con metionina marcada y se traspasan las células a 
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FIGURA 11-13 Análisis cinético de la síntesis y procesamiento del 
rRNA. Un cultivo de células de mamífero se incubó durante 10 min 
en [**C]metionina y luego se cambió a un medio no marcado en dife- 
rentes tiempos, como se indica en cada panel. Después del cambio, las 
células se lavaron para dejarlas libres del isótopo, se homogeneizaron y 
se prepararon fracciones citoplásmicas y nucleolares. El RNA de cada 
fracción se extrajo y se analizó por medio de sedimentación en gradiente 
de densidad de sacarosa. Como se revisa en la sección 18.10, esta técnica 
separa a los RNA de acuerdo con su tamaño (los grandes son los más 
próximos a la parte inferior del tubo, el cual corresponde a la fracción 1). 
La línea continua representa la absorbancia ultravioleta de cada fracción 
celular, la cual provee una medida de la cantidad de RNA de cada clase 


de acuerdo con su tamaño. Este perfil de absorbancia no cambia con 


un medio no marcado en diferentes lapsos (fig. 11-13). (Este tipo 
de experimentos de “pulso-y caza” se revisó en la página 267.) 
Como se indicó, las primeras especies que se marcaron en este 
tipo de experimento fueron las transcripciones primarias 455, las 
cuales se ven como unos picos de radiactividad (línea punteada 
roja) en la fracción nucleolar RNA después de 10 min. Después 
de 1 h, el RNA 455 ha desaparecido del nucléolo y lo reemplaza 
el RNA 325, que es uno de los dos productos principales ge- 
nerados a partir de la transcripción primaria 458. El RNA 325 
se observa como un pico distinto de la fracción nucleolar desde 
los 40 a los 150 min. El RNA 328 es un precursor de los rRNA 
maduros 28S y 5.85. El otro producto principal del pre-rRNA 
45S abandona el núcleo muy rápido y aparece en el citoplasma 
como el rRNA maduro 18S (se observa a los 40 min en la frac- 
ción citoplásmica). Después de un periodo de 2 o más horas, casi 
toda la radiactividad ha abandonado el nucléolo y la mayoría se 


ha acumulado en el citoplasma en la forma de subunidades 288 
y 18S de rRNA. La radiactividad en el pico del RNA 45 incluye 


150 min 


Densidad óptica (—) 


28S 185 


el tiempo. La línea punteada se refiere a la radiactividad en diferentes 
momentos durante el cambio. Las gráficas del RNA nucleolar (perfiles 
superiores) muestran la síntesis de los precursores de rRNA 455 y su 
conversión subsecuente a la molécula 328, que es un precursor de los 
rRNA 285 y 5.85. Los otros productos principales del precursor 455 
dejan el núcleo con rapidez y de esta forma no aparecen de manera im- 
portante en el RNA nucleolar. Los perfiles inferiores señalan el tiempo 
de la aparición de las moléculas de rRNA maduro en el citoplasma. Los 
rRNA 188 aparecen en el citoplasma antes de la aparición de las especies 
más grandes 285, que se correlacionan con el rápido éxodo de aquellos 
desde el nucléolo. (Tomana DE H. GREENBERG Y S. PENMAN, J. MoL. 
BroL. 21:531, 1966; O 1966, con AUTORIZACIÓN DE THE PUBLISHER 
AcaApeEmIc Press.) 
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FIGURA 11-14 Esquema propuesto para el procesamiento del RNA 
ribosómico de mamíferos. La transcripción primaria para el rRNA es 
una molécula 45S de unas 13000 bases. Los cortes principales durante 
el procesamiento de este pre-rRNA se indican por medio de los núme- 
ros encerrados en círculos. El corte de la transcripción primaria en los 
sitios 1 y 5 elimina las secuencias transcritas externas 5' y 3' y produce 
un intermediario 415. El segundo corte puede ocurrir en los sitios 2 o 3 
según sea el tipo de célula. El corte en el sitio 3 genera el intermediario 
325 visto en las curvas de la figura anterior. Durante los pasos finales del 
procesamiento, las secciones 288 y 5.88 se separan y los extremos de di- 
ferentes intermediarios se procesan a su tamaño maduro final. (TOMADA 
DE R. P. Perry, J. CELL BroL. 91:29, 1981; CON AUTORIZACIÓN DE LA 
ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 


al rRNA 5.85 y los grupos metilo transferidos a las moléculas 
pequeñas de tRNA. La figura 11-14 muestra la vía común del 
procesamiento de una transcripción primaria de un rRNA. 


Función de los snoRNA El procesamiento de los pre- 
rRNA se completa con la ayuda de un gran número de RNA 
nucleolares pequeños (o snoRNA) que se agregan con proteí- 
nas particulares para formar partículas llamadas snoRNP (ri- 
bonucleoproteínas nucleolares pequeñas). Las micrografías 
electrónicas indican que los snoRNP comienzan a relacionarse 
con los precursores del rRNA antes de que éste se transcriba por 
completo. La primera partícula de RNP que se une a una trans- 
cripción de pre-rRNA contiene el snoRNA U3 y más de dos 
docenas de proteínas diferentes. Este componente importante de 
la maquinaria del procesamiento de rRNA puede verse como un 
balón que se une con el extremo saliente de cada cadena de RNA 
emitida en la figura 11-11c, donde se cataliza la remoción del ex- 
tremo 5' terminal de la transcripción (fig. 11-14). Se cree que al- 
gunos de los cortes enzimáticos indicados en la figura 11-14 los 
cataliza el “exosoma”, que es una máquina que degrada el RNA 
y que posee alrededor de una docena de exonucleasas diferentes. 

Hace algunos años se identificaron el U3 y otros snoRNA 
porque están presentes en grandes cantidades (cerca de 10% co- 
pias por célula). Por el contrario, se descubrió una clase diferente 
de snoRNA presente en baja concentración (unas 10* copias por 
célula). Se trata de snoRNA de menor abundancia que pueden 


dividirse en dos grupos con base en su función y similitudes en 
su secuencia nucleotídica. Los miembros de un grupo (llama- 
do snoRNA de caja C/D) determinan qué nucleótidos en el pre- 
rRNA se metilan en sus residuos de ribosa y los miembros del 
otro grupo (denominado snoRNA de caja H/ACA) establecen las 
uridinas que se convierten en seudouridinas. Las estructuras de 
los nucleótidos modificados de estas dos reacciones se muestran 
en la figura 11-154. 

Los dos grupos de snoRNA contienen segmentos relati- 
vamente largos (de 10 a 21 nucleótidos) que complementan a 
secciones de las transcripciones de rRNA. Estos snoRNA son un 
excelente ejemplo de cómo los ácidos nucleicos de cadena senci- 
lla tienen secuencias nucleotídicas complementarias capaces de 
formar híbridos bicatenarios. En este caso, cada snoRNA se une 
a una porción específica del pre-rRNA para formar un dúplex 
RNA-RNA. El snoRNA unido guía entonces a la enzima (ya 
sea una metilasa o una seudouridilasa), dentro del snoRNP para 
modificar un nucleótido en particular en el pre-rRNA. En con- 
junto suman alrededor de 200 diferentes snoRNA, uno para cada 
sitio en el pre-rRNA metilado en la ribosa o seudouridilado. Si 
se elimina el gen que codifica a uno de estos snoRNA, uno de los 
nucleótidos del pre-rRNA no puede modificarse de manera en- 
zimática. El mecanismo de acción de estos dos tipos de snoRNA 
se detallan en la figura 11-150,c. 

El nucléolo es el sitio no sólo del procesamiento del rRNA, 
sino también del ensamble de dos subunidades ribosómicas. Dos 
tipos de proteínas se vinculan con el RNA cuanto éste se pro- 
cesa: proteínas ribosómicas que permanecen en las subunidades 
y proteínas accesorias que tienen una interacción transitoria con 
los intermediarios del rRNA y se requieren sólo para el procesa- 
miento. En este último grupo se incluyen más de una docena de 
helicasas de RNA, que son enzimas que desenrollan las regiones 
bicatenarias del RNA. Al parecer, dichas enzimas intervienen en 
muchos reordenamientos estructurales que ocurren durante la 
formación del ribosoma, incluidas la vinculación y disociación 


de los snoRNA. 


Síntesis y procesamiento del rRNA 5S 


Un rRNA 55, de unos 120 nucleótidos de largo, es parte de la 
subunidad ribosómica grande, sea de procariotas o eucariotas. Un 
gran número de genes idénticos, separados de los otros genes de 
rRNA y localizados fuera del nucléolo, codifica en los eucariotas 
a las moléculas de rRNA 55S. Después de la síntesis, el rRNA 58 
se transporta al nucléolo para unirse con otros componentes que 
participan en el ensamble de las subunidades ribosómicas. 

Los genes para rRNA de 55 son transcritos por RNA po- 
limerasa III. La RNA polimerasa II difiere de las otras poli- 
merasas en que puede unirse a un sitio promotor situado dentro 
de la porción transcrita del gen blanco.? La posición interna del 
promotor se demostró con claridad en experimentos en los que 
se utilizaron genes modificados del rRNA 55 transferidos a cé- 
lulas del hospedador y se determinó la capacidad de este DNA 
para servir como plantilla para la RNA polimerasa III del hos- 


?La RNA polimerasa II transcribe varios RNA diferentes y se une a un 
promotor interno cuando transcribe un pre-RNA 55 o pre-tRNA, pero se une a 
un promotor en dirección 3' si transcribe los precursores de otros RNA, incluido 


el snRNA U6. 
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FIGURA 11-15 Modificación del pre-rRNA. (a) Las modificaciones 
más frecuentes de los nucleótidos en un pre-rRNA son la conversión 
de una uridina a una seudouridina y la metilación de una ribosa en el 
sitio 2' del azúcar. Para convertir uridina a seudouridina se rompe 
el enlace NI—C1' y el anillo de uracilo se rota 180%, el cual coloca al C5 
del anillo en posición para formar un nuevo enlace con C1' de la ribosa. 
Se piensa que componentes de una proteína del snoRNP catalizan es- 
tas modificaciones químicas, pero las enzimas aún no se identifican. (4) 
Formación de un dúplex RNA-RNA entre snoRNA U20 y una porción 
del pre-rRNA que genera la metilación de 2' ribosa. En cada caso, el 
nucleótido metilado en el rRNA se une mediante un puente de hidró- 
geno a un nucleótido del snoRNA localizado a cinco pares de bases de 
la caja D. Esta última, que contiene la secuencia invariable CUGA, está 
presente en todos los snoRNA que guían la metilación de la ribosa. (c) 
Formación de un dúplex RNA-RNA entre snoRNA U68 y una porción 
del pre-rRNA que lleva a la conversión de una uridina en seudouridina 
(4). La seudouridilación tiene lugar en un sitio relativamente fijo para 
un plegamiento en forma de asa en el snoRNA. Los snoRNA que con- 
trolan la seudouridilación poseen una secuencia ACA 3' compartida. (B: 
SEGÚN J. P. BacHELLERIE Y J. CavarLLÉ, TreNDS 1N Broca. Scr. 22:258, 
1997; O 1997, CON AUTORIZACIÓN DE ELSEVIER SCIENCE; C: SEGÚN P. 
GANOT ET AL., CELL 89:802, 1997.) 


pedador. De esa forma se encontró que la región flanqueadora 
5' podía eliminarse en su totalidad sin que la polimerasa dejara 
de transcribir el DNA en el sitio normal de inicio. Sin embargo, 
si la deleción incluía la parte central del gen, la polimerasa no 
transcribía el DNA ni se unía a éste. Si el promotor interno del 
gen rRNA 5S se inserta en otra región del genoma, el nuevo sitio 
se transforma en la plantilla para la transcripción por medio de 
la RNA polimerasa III. 


RNA de transferencia 


Se calcula que las células de plantas y animales tienen cerca de 
50 especies diferentes de RNA de transferencia, cada uno codifi- 
cado por una secuencia repetida de DNA. El grado de repetición 
varía de acuerdo con el organismo: las células de levadura tienen 
un total de 275 genes que codifican tRNA, las moscas de la fruta 
unos 850 y los seres humanos un estimado de 1 300. Los RNA 
de transferencia se sintetizan a partir de genes que se encuentran 
en pequeñas regiones diseminadas en el genoma. De manera ca- 
racterística, una sola región contiene múltiples copias de diferen- 
tes genes de tRNA y, por el contrario, la secuencia de DNA que 
codifica un tRNA específico se halla por lo general en más de 
una región. Los DNA incluidos en esta región (£DNA) tienen 
sobre todo secuencias espaciadoras no transcritas y las secuencias 
codificantes para tRNA se sitúan en intervalos irregulares en un 
ordenamiento repetido en tándem (fig. 11-16). 

Al igual que los rRNA 55, los tRNA se transcriben por me- 
dio de la RNA polimerasa III y la secuencia promotora se loca- 
liza dentro de la región codificante del gen más que en la región 
5' flanqueadora. La transcripción primaria de una molécula de 
tRNA es mucho más grande que la transcripción final, por lo 
cual los segmentos de los extremos 5' terminal y 3' del precursor 
de tRNA (y en algunos casos una pequeña parte del interior) 
deben eliminarse. Además, muchas bases deben modificarse (fig. 
11-42). Una de las enzimas que interviene en el procesamiento 
del pre-tRNA es una endonucleasa conocida como ribonuclea- 
sa P, presente en bacterias y células eucariotas, e integrada con 
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FIGURA 11-16 El ordenamiento de genes que codifican a los RNA de 
transferencia en Xenopus. El fragmento de DNA de 3.18 kilobases 
muestra el ordenamiento de diferentes genes de tRNA y sus espacia- 
dores. (TomADA DE S. G. CLARKSON ET AL., EN D. D. Brown, ED., 


DEVELOPMENTAL BrioLocY UsinG PURIFIED GENES, ACADEMIC PRESS, 
1981.) 
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RNA y subunidades proteínicas. La subunidad de RNA de la 
ribonucleasa P que cataliza el corte del sustrato pre-tRNA se 
revisa en la sección Vías experimentales de este capítulo. 


REVISIÓN 


1. Describa las diferencias entre una transcripción 
primaria, una unidad de transcripción, un espaciador de 
la transcripción y un rRNA maduro. 

2. Represente una micrografía electrónica de rDNA du- 
rante la transcripción. Marque la región no transcrita 
espaciadora, la región transcrita espaciadora, las molécu- 
las de la RNA polimerasa, el saRNP U3 y el promotor. 

3. Compare la organización de los genes que codifican 
rRNA grande, y tRNA dentro del genoma de los 


vertebrados. 


11.4 SÍNTESIS Y PROCESAMIENTO 
DE RNA MENSAJEROS ŻŽ  žŽž Žž = žŽ 


Cuando las células eucariotas se incuban por un corto periodo 
(30 min) en [*H]uridina o [*2P]fosfato y de inmediato se recu- 
peran, la mayor parte de la radiactividad se incorpora en un gran 
grupo de moléculas de RNA que tiene las siguientes propieda- 
des: 1) muestran pesos moleculares altos (hasta 80S o 50000 
nucleótidos); 2) se representan como grupo por RNA diversos 
(heterogéneos) con distinta secuencia nucleotídica, y 3) se en- 
cuentran sólo en el núcleo. Por estas propiedades, dichos RNA 
se conocen como RNA nucleares heterogéneos (hnRNA) y se 
indican con la línea roja que representa la radiactividad en la 
figura 11-174. Cuando las células incubadas con [*H] uridina o 
[*2P] fosfato mediante un pulso breve se colocan en un medio 
sin marca radiactiva, y se vigilan por varias horas antes de re- 
cuperarlas y extraer el RNA, la cantidad de radiactividad en los 
RNA nucleares grandes decrece de modo notorio y aparece en 
su lugar un RNA mucho más pequeño en el citoplasma (línea 
roja en la figura 11-170). Estos experimentos pioneros, iniciados 
por James Darnell, Jr., Klaus Scherrer et al., sugirieron que los 
hnRNA grandes y marcados con rapidez eran principalmente 
precursores de los mRNA citoplásmicos más pequeños. Un gran 
cuerpo de investigación ha apoyado de manera inequívoca esta 
interpretación en los últimos 40 años. 

Es importante notar que las líneas rojas y azules de la figura 
11-17 siguen un curso muy diferente. Las líneas azules, que indi- 
can la densidad óptica (p. ej., la absorbancia de la luz ultravioleta) 
de cada fracción, suministran información acerca de la canti- 
dad de RNA en cada fracción después de la centrifugación. A 
partir de los trazos de las líneas azules es evidente que la ma- 
yor parte del RNA en la célula está presente como rRNA 18S 
y 28S (junto con varios RNA pequeños que permanecen cerca 
de la parte superior del tubo). Las líneas rojas, que señalan la 
radiactividad en cada fracción, aportan datos sobre el número de 
nucleótidos radiactivos incorporados en los RNA de diferente 
tamaño durante un pulso breve. Es evidente, a partir de estas 
gráficas, que ninguno de los hnRNA (fig. 11-174) o el mRNA 
(fig. 11-175) constituyen una fracción significativa del RNA en 
la célula. Si esto fuera así, debería existir una gran corresponden- 
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FIGURA 11-17 Formación del RNA nuclear heterogéneo (hnRNA) y 
su conversión a mRNA más pequeños. (a) Las curvas muestran el pa- 
trón de sedimentación del RNA total extraído de células sanguíneas de 
pato después de la exposición a [*P]fosfato por 30 min. Los RNA más 
grandes viajan mucho más durante la centrifugación y más cerca de la 
región inferior del tubo donde yacen. La absorbancia (línea azul) indica 
la cantidad total de RNA en diferentes regiones del tubo de centrifu- 
gación, mientras que las líneas rojas señalan la radiactividad correspon- 
diente. Es evidente que la mayor parte de los RNA sintetizados de novo 
es muy grande, más que los rRNA estables 18S y 28S. Estos RNA gran- 
des son los hnRNA. (0) La absorbancia y los perfiles de radiactividad 
del RNA se extrajeron de células marcadas por pulsos durante 30 min 
como en la parte a, pero después se continuaron por 3 h en presencia de 
actinomicina D, que previene la síntesis del RNA adicional. Es evidente 
que los hnRNA grandes se han procesado en productos de RNA más 
pequeños. (TomaDA DE G. ATTARDI ET AL., J. MoL. BroL. 20:160, 1966. 
O 1966, CON AUTORIZACIÓN DE THE PUBLISHER ACADEMIC PRESS.) 


cia entre las líneas azules y las rojas. De esta forma, a pesar de que 
los mRNA (y sus precursores heterogéneos nucleares de RNA) 
son sólo un pequeño porcentaje del RNA total de la mayor par- 
te de las células eucariotas, forman parte de un gran porcentaje 
de RNA sintetizado por la célula en cualquier momento (fig. 
11-174). Las razones de que existe poca o ninguna evidencia de 
los haRNA y mRNA en las gráficas de densidad óptica de la 
figura 11-17 apuntan a que estos RNA se degradan después de 
lapsos relativamente breves. Esto es en particular cierto para los 
hnRNA, que se procesan en mRNA (o degradan por completo) 
incluso mientras se sintetizan. En cambio, los rRNA y tRNA 
tienen vidas medias que se miden en días o semanas y de manera 
gradual se acumulan para convertirse en las especies predomi- 
nantes en la célula. Cierta acumulación de radiactividad en los 
rRNA maduros 28S y 18S puede detectarse en la recuperación 


después de 3 h (fig. 11-170). Las semividas de los mRNA varían 
según sean las especies en particular: los límites oscilan entre 15 
min y un periodo de días. 


Maquinaria para la transcripción del mRNA 


Todos los mRNA eucariotas precursores se sintetizan por la ac- 
ción de una RNA polimerasa II, una enzima compuesta de 12 
subunidades diferentes muy conservadas, desde la levadura hasta 
los mamíferos. La RNA polimerasa II se une con el promotor 
con la cooperación de varios factores generales de transcripción 
(GTF) para formar un complejo de preiniciación (PIC). Estas pro- 
teínas se conocen como factores generales de transcripción por- 
que son necesarios para la iniciación precisa de la transcripción 
de un conjunto diverso de genes en una gran variedad de orga- 
nismos. Los elementos promotores que fomentan la nucleación 
del ensamble del PIC se encuentran en el lado 5' de cada unidad 
de transcripción, aunque la enzima hace contacto con el DNA 
a ambos lados del sitio de inicio de transcripción (fig. 11-192). 
La revisión se limita a los promotores mejor estudiados, que son 
los vinculados con genes de tejidos específicos con expresión ele- 
vada, como el gen de la ovoalbúmina, que codifica la clara del 
huevo de gallina, y los genes de globina, que codifican los poli- 
péptidos de la hemoglobina. Una parte crítica del promotor de 
tales genes se encuentra entre 24 y 32 bases en dirección 5' del 
sitio en el que se inicia la transcripción (fig. 11-184). Esta región 
a menudo contiene una secuencia de consenso que es idéntica 
o muy parecida al oligonucleótido 5'“TATAAA-3' y se conoce 
como caja TATA. 

El primer paso en el ensamble del complejo de preinicio es 
la unión de una proteína, conocida como proteína de unión a la 
caja TATA (TBP), que reconoce a la caja TATA de los promo- 
tores eucariotas (fig. 11-185). En consecuencia, como ocurre en 
las células procariotas, una polimerasa procariota purificada es 


FIGURA 11-18 Inicio de la transcripción a partir de un promotor para 
la polimerasa II eucariota. (2) Secuencia nucleotídica de la región en 
dirección 5' del sitio donde se inicia la transcripción en tres genes eu- 
carióticos diferentes. La caja TATA se indica por el cuadro sombreado 
en azul. Muchos promotores eucariotas contienen un segundo elemento 
promotor conservado llamado iniciador (Inr), que incluye el sitio donde 
comienza la transcripción (se muestra en naranja). Otros elementos pro- 
motores se muestran en la figura 12-40. Hay que señalar que 1) la mayo- 
ría de los promotores eucariotas carecen de caja TATA reconocible y 2) 
se han identificado muchos otros elementos promotores, como el DPE 
mostrado en la parte b, que se encuentran en dirección 3' al sitio de inicio 
de la transcripción. Diferentes genes contienen combinaciones distintas de 
elementos promotores, por lo que sólo se necesita un subgrupo para la 
nucleación del ensamble PIC. (5) Un modelo muy esquemático de los 
pasos en el ensamblaje del complejo de pre-inicio de la RNA polime- 
rasa II. La polimerasa se refiere como RNAPII; los otros componentes 
son los factores transcripcionales generales necesarios en el ensamble del 
complejo en su totalidad. El TFIID incluye una subunidad TBP, que 
se une de manera específica a la caja TATA y otras subunidades dife- 
rentes, que en su conjunto se conocen como factores relacionados con 
TBP (TAF). Al parecer, TFIIB provee un sitio de unión para la RNA 
polimerasa. TFIIF contiene una subunidad homóloga con el factor bac- 
teriano Ø el cual se une a la polimerasa entrante. TFIIH contiene nueve 
subunidades, tres de las cuales poseen actividades enzimáticas. 
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incapaz por sí sola de reconocer un promotor de modo directo 
y no puede iniciar con precisión la transcripción. La TBP está 
presente como una subunidad de un complejo proteínico mucho 
más grande llamado TFIID (transcription factor for polymerase I, 
fraction D)? La cristalografía de rayos X ha revelado que la unión 
de la TBP al promotor de la polimerasa II causa una distorsión 
espectacular de la conformación del DNA. Como se muestra en 
la figura 11-19a, la TBP se inserta por sí misma dentro del surco 


¿La TBP es en realidad un factor transcripcional universal que media la unión 
de las tres RNA polimerasas eucariotas conocidas. Está presente en una de las 
subunidades de los tres complejos diferentes conocidos de las proteínas. Como 
una subunidad del complejo TFIID, la TBP promueve la unión de la RNA 
polimerasa II. Como una subunidad de las proteínas SL1 o TFIIIB, la TBP 
promueve la unión de las polimerasas de RNA 1 y II, respectivamente. Los 
promotores de polimerasa I y II carecen de caja TATA, al igual que muchos pro- 
motores de la polimerasa II, aunque todas estas regiones del DNA se unen con 


TBP. 
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(a) 


FIGURA 11-19 Modelos estructurales de la formación del complejo de 
preinicio. (a) Modelo del complejo formado por el DNA y tres de los 
GTF TBP de TFIID, TFIIA y TFIIB. La interacción entre la caja TATA 
y el TBP dobla al DNA cerca de 80° y permite que el TFIIB se una al 
DNA en direcciones 5' y 3' de la caja TATA. (b) Vistas superior e inferior 


de un modelo del complejo de preinicio. A diferencia del modelo esque- 


mático de la figura 11-182, el DNA (que se muestra en blanco) se enrolla 
al parecer alrededor del complejo de preinicio de tal forma que los GTF 
pueden tener contacto con el DNA en ambos lados del sitio de inicio de 
la transcripción. (A: TOMADA DE GOURISANKAR GHOSH Y GREGORY D. 
Van Dune, STRUCTURE 4:893, 1996; B: TOMADA DE M. DOUZIECH ET 
AL., MoL. CELL Bror. 20:8175, 2000; CORTESÍA DE Benorr COULOMBE.) 


menor de la doble hélice de DNA y dobla a la molécula más de 
80” en el sitio de interacción del DNA con la proteína. Mientras 
TBP se une con TATA, otras subunidades del complejo TFIID 
se unen con otras regiones del DNA, incluidos elementos que se 
encuentran más adelante del sitio de inicio de la transcripción. 

La unión de TFIID da lugar a la etapa para el ensamble 
del complejo de preinicio completo, que tal vez ocurre paso a 
paso como aparece en la figura 11-182. La interacción de las tres 
GTF (TBP de TFIID, TFIIA y TFIIB) con el DNA se mues- 
tra en la figura 11-194. La presencia de estos tres GTF unidos 
al promotor provee una base para la unión posterior de la gran 
multisubunidad de la RNA polimerasa con su TFIIF unido (fig. 
11-180). Una vez que la RNA polimerasa TFIIF se encuentra en 
posición, otro par de proteínas GTF (TFIIE y TFIIH) se une 
al complejo y convierte la polimerasa en la forma activa de la 
maquinaria de transcripción. En la figura 11-190 se muestra un 
modelo tridimensional del complejo de preinicio. 

El TFIIH es el único GTF conocido que posee actividad 
enzimática. Una de las subunidades del TFIIH funciona como 
una proteína cinasa para fosforilar a la RNA polimerasa (se re- 
visa más adelante), aunque las otras dos subunidades de esta 
proteína funcionan como enzimas que desenrollan al DNA 
(helicasas). La actividad de helicasa de DNA es necesaria para 
separar las cadenas de DNA del promotor, lo que hace posible el 
acceso de la polimerasa a la plantilla. Una vez que la transcrip- 
ción comienza, algunos de los GTF (incluido el TFIID) pueden 
abandonarse al lado del promotor, mientras que otros se liberan 
del complejo (fig. 11-20). Cuanto más permanezca el TFIID 
unido al promotor, más moléculas de RNA polimerasa pueden 
unirse al sitio promotor e iniciar nuevos procesos de transcrip- 
ción sin retraso. 

La región carboxilo terminal (CTD) de la subunidad más 
grande de la RNA polimerasa II tiene una estructura poco co- 
mún, que consiste en una secuencia de siete aminoácidos (-Tyr1- 
Ser2-Pro3-“Ihr4-Ser5-Pro6-Ser7-) que se repite una y otra vez. 
En los seres humanos, la CTD consiste en 52 repeticiones de 
este heptapéptido. Los siete residuos del heptapéptido pueden 
modificarse por medios enzimáticos de una u otra manera; la 
revisión se limita a las serinas 2 y 5, que son los principales can- 


didatos para la fosforilación por efecto de las proteína cinasas. La 
RNA polimerasa que se ensambla en el complejo de preinicio no 
se fosforila, en tanto que la misma enzima que se compromete 
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FIGURA 11-20 La iniciación de la transcripción por RNA polimerasa II 
se acompaña de fosforilación del dominio terminal C (CTD). La ini- 
ciación de la transcripción se relaciona con la fosforilación catalizada por 
TFIIH de los residuos de serina en la posición 5 de cada repetición de siete 
elementos del CTD. Se cree que la fosforilación desencadena la separación 
entre la maquinaria de transcripción y los factores generales de transcrip- 
ción del DNA promotor o ambos. El escape del promotor se acompaña de 
cambios mayores en la conformación de la polimerasa, la cual se convierte 
de una enzima que “tiene problemas” para sintetizar RNA en una que es 
muy procesiva. SII, ELL y P-TEFb son tres de varios factores de elon- 
gación que pueden relacionarse con la polimerasa conforme se desplaza 
por el DNA. SII ayuda a la polimerasa a moverse de nuevo después de 
una pausa, mientras que P-TEFb es una cinasa que fosforila los residuos 
de serina #2 del CTD después que comienza la elongación. Se cree que 
la fosforilación de los residuos #2 de serina fomenta el reclutamiento de 
factores para corte y empalme de RNA y factores de poliadenilación, cuyas 
actividades se describen en las secciones siguientes (fig. 11-35). 


con la transcripción está muy fosforilada; todos los grupos fosfa- 
to que se unen se hallan en la CTD (fig. 11-20). La fosforilación 
de CTD puede catalizarse al menos con cuatro proteínas cinasas 
diferentes, incluida TFIIH, que fosforila los residuos de serina 
en la posición #5. La fosforilación de la polimerasa por acción de 
TFIIH puede actuar como el desencadenante que desacopla la 
enzima de los GTF, del DNA o ambos promotores, lo que per- 
mite que la enzima escape del complejo de preiniciación y se des- 
place por la plantilla de DNA. Conforme la RNA polimerasa se 
desplaza por el gen que transcribe, otra cinasa (P-TEFb) fosfori- 
la al CTD en los residuos de serina en la posición #2 (fig. 11-35). 
Se cree que este cambio en el patrón de fosforilación facilita el 
reclutamiento de factores proteínicos adicionales implicados en 
el procesamiento del RNA y la terminación de la transcripción. 
De esta manera, el CTD actúa como plataforma para la ganancia 
y pérdida dinámica de los factores necesarios para la formación 
de un mRNA maduro. Según algunas estimaciones, una RNA 
polimerasa II en proceso de elongación podría contener más 
de 50 componentes con masa molecular mayor de 3 millones de 
daltons. 

No se comprende bien la terminación de la transcripción 


por la RNA polimerasa II. No hay evidencia de que el DNA 
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FIGURA 11-21 Estructura del mRNA de la globina B humana. El 
mRNA contiene un casquete de metilguanosina 5', regiones 5' y 3' no 
codificantes que flanquean al segmento codificante y una cola de poli(A) 
3'. La longitud de cada segmento se refiere a varios nucleótidos. La lon- 
gitud de la cola de poli(A) es variable. Casi siempre comienza con una 
longitud cercana a 250 nucleótidos y se acorta en forma gradual, como 
se explica en la página 526. Se muestra la estructura del capuchón 5". 
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de los genes codificadores de proteína contenga secuencias de 
terminación bien definidas como en las células bacterianas. En 
realidad, una RNA polimerasa II en transcripción puede viajar 
una distancia variable y extensa después del punto que al final 
dará origen al extremo 3' del mRNA procesado. 

En conjunto, la RNA polimerasa II y sus GTF son sufi- 
cientes para promover un nivel basal bajo de transcripción de 
la mayor parte de los promotores in vitro. Como se revisa con 
detalle en el capítulo 12, diferentes factores de transcripción es- 
pecíficos son capaces de unirse a numerosos sitios en las regiones 
reguladoras del DNA. Estos factores de transcripción específicos 
pueden determinar: 1) si un complejo de preinicio se ensambla o 
no en un promotor en particular y 2) la velocidad a la cual la poli- 
merasa inicia nuevos ciclos de transcripción desde este promotor. 
Antes de analizar el mecanismo por medio del cual se generan los 
mRNA, primero se describe la estructura del mRNA así como las 
relaciones de algunos pasos en el procesamiento que se aclaran. 


Estructura de los mRNA Los mRNA muestran ciertas pro- 
piedades: 


1. Contienen secuencias continuas de nucleótidos que codifican 
un polipéptido específico. 

2. Se encuentran en el citoplasma. 

3. Se unen a los ribosomas cuando se traducen. 


4. La mayor parte de los mRNA contiene un segmento impor- 
tante que no codifica, esto es, una porción que no codifica 
al ensamble de aminoácidos. Por ejemplo, cerca del 25% de 
cada mRNA de globina consiste en regiones no codificantes 
ni traducidas (fig. 11-21). Las porciones no codificantes se 
encuentran en ambos extremos terminales 5' y 3' del mRNA 
y contienen secuencias que ejercen funciones reguladoras de 
importancia (sección 12.6). 


5. El mRNA eucariota tiene modificaciones especiales en sus 
extremos 5' y 3' terminales que no se encuentran ni en los 
mensajeros procariotas ni en los RNA de transferencia o ri- 
bosómicos. El extremo 3' terminal del mRNA de casi todos 
los organismos eucariotas posee una secuencia de 50 a 250 
residuos de adenosina que forman una cola de poli(A), en 
tanto que el extremo 5' tiene una tapa o “cap” de guanosina 
metilada (fig. 11-21). 


Pronto se volverá a este tema para describir el modo en que 
los mRNA adquieren sus extremos 5' y 3' especializados. Sin 
embargo, primero es necesaria una breve desviación para com- 
prender cómo se forman los mRNA en la célula. 


Procesamiento de genes: un hallazgo inesperado 


Tan pronto se descubrieron los hnRNA, se propuso que este gru- 
po de RNA nucleares marcados con rapidez era el precursor de 
los mRNA citoplásmicos (pág. 434). El punto más importante 
fue la diferencia en el tamaño entre las dos poblaciones de RNA: 
los hnRNA fueron varias veces más grandes que los mRNA (fig. 
11-22). ¿Por qué deberían las células sintetizar grandes molécu- 
las precursoras de las versiones más pequeñas? Estudios iniciales 
sobre el procesamiento del RNA ribosómico habían mostrado 
que los RNA maduros procedían de grandes precursores. Hay que 
recordar que se removieron grandes segmentos a partir de los 
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Distribución de la masa del RNA (9%) 


(c) Tamaño molecular (kb) 
FIGURA 11-22 Diferencia de tamaño entre los hnRNA y los mRNA. 


(a,b) Micrografías electrónicas de preparaciones sombreadas con pol- 
vo de metal de moléculas de poli(A)-mRNA (a) y poli(A)-hnRNA (2). 
Aquí se muestran los tamaños representativos de cada tipo. La molécula 
de referencia es un DNA viral de þX-174. (c) Distribuciones en tama- 
ño del hnRNA y el mRNA de células L de ratón que se determinan 
por sedimentación en gradiente de densidad. La línea roja representa el 
hnRNA que se marca con suma rapidez, mientras que la línea púrpura 
representa el mRNA aislado de polirribosomas después de un periodo 
de 4 h de marcaje. Las abscisas se han convertido de una fracción de 
número (indicado por los puntos) al tamaño molecular por calibración 
de los gradientes. (Tomana DE Jonn A. BanTLE Y WiLLiam E. Hann, 
CELL 8:145, 1976; CON AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 


extremos 5' y 3' de diferentes rRNA intermediarios (fig. 11-14) 
para generar al final un rRNA maduro. Con base en el esque- 
ma anterior se pensaba que la célula seguía una vía similar para 
el procesamiento de hnRNA para formar los mRNA. Empero, 
los mRNA constituyen poblaciones mucho más diversas que di- 
ficultan seguir sus pasos durante el procesamiento de una sola 
especie de mRNA, como se había intentado para los rRNA. El 
problema lo resolvió un descubrimiento inesperado. 

Hasta el año de 1977 los biólogos moleculares asumían que 
una secuencia lineal y continua de nucleótidos en un mRNA 
era complementaria de una secuencia continua de nucleótidos 
en una cadena del DNA de un gen. Entonces, en ese año, Phillip 
Sharp et al., del Massachusetts Institute of Technology y Richard 
Roberts, Louise Chow et al. de los Cold Spring Harbor Labora- 
tories de Nueva York realizaron un importante hallazgo. Estos 
investigadores encontraron que los mRNA estudiados se trans- 
cribían a partir de segmentos de DNA separados unos de otros 
a lo largo de la plantilla. 

Las primeras observaciones en verdad relevantes se hicieron 
durante el análisis de transcripción del genoma de adenovirus. 
El adenovirus es un patógeno capaz de infectar a gran número 
de células de mamífero. Se encontró que un número de mRNA de 
diferentes adenovirus tenía el mismo extremo 5' terminal de 150 
a 200 nucleótidos. Era de esperarse que tal secuencia líder repre- 
sentara un segmento repetido de nucleótidos localizados cerca 
de la región promotora de cada uno de los genes que codifican 
a estos mRNA. Sin embargo, análisis posteriores revelaron que 
la secuencia líder 5' no es complementaria de una secuencia re- 
petida y, aún más, ni siquiera es complementaria de un tramo 
continuo de nucleótidos en la plantilla de DNA. En lugar de 
ello, la secuencia principal se transcribe a partir de tres segmentos 
de DNA distintos y separados (representados por los bloques x, 
y y zen la figura 11-23). Las regiones del DNA situadas entre 
estos segmentos, llamadas secuencias interpuestas (1, a I, en la 
fig. 11-23), están ausentes por alguna razón en el mRNA corres- 
pondiente. Se podría argumentar que la presencia de secuencias 
interpuestas es una peculiaridad de los genomas virales, pero esta 
observación básica pronto se amplió a los propios genes celulares. 

En 1977, Alec Jeffreys y Richard Flavell en los Países Bajos 
y Pierre Chambon en Francia notificaron por primera vez la pre- 
sencia de secuencias interpuestas en genomas celulares no virales. 
Jeffreys y Flavell descubrieron una secuencia interpuesta de unas 
600 bases situada directamente dentro de una parte del gen de 
la globina que codifica a la secuencia aminoacídica del polipép- 
tido globina (fig. 11-24); la base de este hallazgo se revisa en el 
pie de figura. Pronto se reconocieron las secuencias interpuestas 
en otros genes y resultó evidente que la presencia de genes con 
estas secuencias interpuestas, llamados genes de procesamiento 
de corte y empalme, es la regla y no la excepción. Las partes de 
un gen de procesamiento de corte y empalme que contribuyen a 
la maduración del producto de RNA se conocen como exones, 
en tanto que las secuencias interpuestas se denominan intrones. 
Los genes de procesamiento de corte y empalme se distribuyen 
con amplitud en los eucariotas, si bien los intrones de los eu- 
cariotas más simples (p. ej., levaduras y nematodos) casi siem- 
pre muestran un número y tamaño menores respecto de los más 
complejos de plantas y animales. Los intrones se encuentran en 
todos los tipos de genes, incluidos los que codifican a los tRNA, 
rRNA y mRNA. 


Transcripción 
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El descubrimiento de genes con intrones dio paso inme- 
diato a preguntarse de qué forma estos genes eran capaces de 
producir los mRNA sin estas secuencias. Una posibilidad era que 
las células generaran una transcripción primaria correspondiente 
a toda la unidad de transcripción y que las porciones de RNA 
correspondientes a los intrones de DNA se eliminaran de alguna 
manera. Si ese era el caso, entonces en la transcripción primaria 
deberían estar presentes los segmentos correspondientes de los 
intrones. Tal razonamiento también debía explicar el tamaño 
mucho mayor de las moléculas de los hnRNA en comparación 
con las del mRNA que al final generan. 

La investigación enfocada en el RNA nuclear ha continua- 
do en los últimos años a tal grado que se han determinado las 
dimensiones de unos cuantos mRNA (pre-mRNA). Por ejem- 
plo, se observó que la secuencia de globina está presente en una 
molécula de RNA nuclear que se sedimenta a 155, a diferencia 
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l3 Gen hexón 


FIGURA 11-23 Descubrimiento de las secuencias inter- 
puestas (intrones). Una porción del genoma del adenovi- 
rus se muestra en la parte superior. Las secuencias discon- 
tinuas de los bloques marcados con x, yy z aparecen en un 
ordenamiento continuo en el mRNA maduro que codifica 
a diferentes polipéptidos como la proteína hexón. Como 
se revisa más adelante, la conversión de la transcripción 
primaria a mRNA supone la eliminación (escisión) de las 
secuencias interpuestas o intrones (I, a L) y la ligación 
de las porciones remanentes para producir una molécula 
continua de RNA (parte inferior). En la figura 11-32 se 


muestran los pasos por medio de los cuales ocurre esto. 


del mRNA de la globina final cuyo coeficiente de sedimentación 
es de 105. Para ello se usó una técnica ingeniosa (conocida como 
formación del asa R) que emplearon Shirley Tilghman, Philip 
Leder et al. de los National Institutes of Health para determinar 
la relación física entre los RNA de globina 15S y 105 y generar 
información sobre la transcripción de los genes procesados. 

Hay que recordar la evidencia analizada en la página 393, 
según la cual las cadenas simples de DNA complementario pue- 
den unirse de manera específica entre sí. También pueden en- 
lazarse entre sí el DNA de monocatenario y las moléculas de 
RNA, siempre y cuando tengan secuencias complementarias de 
nucleótidos; ésta es la base de la técnica de hibridación DNA- 
RNA analizada en la sección 18.11 (el complejo DNA-RNA se 


conoce como híbrido). Tilghman et al. recurrieron a la microsco- 


FIGURA 11-24 Descubrimiento de los intrones en un gen eucariota. 
Como se analiza en el capítulo 18, las bacterias tienen enzimas de restric- 
ción que reconocen y cortan las moléculas de DNA en un sitio de ciertas 
secuencias nucleotídicas. El dibujo muestra un mapa de sitios de restric- 
ción de enzimas de corte en la región del gen de la globina B de conejo 
(parte superior) y el mapa correspondiente de un cDNA preparado a 
partir del mRNA de la globina $ (inferior). (Un cDNA es un DNA con- 
formado in vitro a través de la enzima transcriptasa inversa mediante un 
mRNA usado como plantilla. De esta forma, el cDNA tiene la secuencia 
complementaria del mRNA. El cDNA se ha utilizado para este experi- 
mento porque las enzimas de restricción no cortan los RNA.) Las letras 
indican los sitios en los cuales diferentes enzimas de restricción cortan los 
dos DNA. El mapa superior muestra que el gen de la globina contiene 
un sitio de restricción para la enzima BamH1 (B) localizada unos 700 
pares de bases desde un sitio de restricción para la enzima EcoR1 (E). 
Cuando el cDNA de la globina se trató con estas mismas enzimas (mapa 
inferior), los sitios correspondientes B y E estuvieron separados sólo por 
67 nucleótidos. Es evidente que el DNA preparado a partir del genoma 
tiene una región que está ausente del cDNA correspondiente (y por lo 
tanto está ausente del mRNA a partir del cual se generó el cDNA). La 
secuencia completa del gen de la globina que se muestra después contiene 
un segundo intrón más pequeño. (TomaDA DE A. J. JEFFREYS Y R. A. 
FLaveLt, CELL 12:1103, 1977; CON AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 
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FIGURA 11-25 Visualización de un intrón en el gen dela +' i ia 
globina. Micrografía electrónica de híbridos formados entre L: 
(a) el RNA precursor de la globina 158 y el DNA de un gen 24 a 
de la globina, y (4) el mRNA de la globina 10S y el mismo 2 
DNA como se muestra en a. Las líneas rojas punteadas in- ! j 
dican las posiciones de las moléculas de RNA. El precursor TaT Ta 
de RNA es equivalente en longitud y secuencia al DNA del F g pr 
gen de la globina, pero al mRNA 10S le falta una porción h "e 
que está presente en el DNA del gen. Estos resultados su- k i 
gieren que el RNA 155 se procesa al eliminar una secuencia EE 
interna de RNA y otra vez al unir las regiones flanqueadoras. y 


(Tomana DE SHIRLEY M. TiLGHMAN ET AL., Proc. NaTL. 


Acap. Sci. USA 75:1312, 1978.) 


(b) 


pia electrónica para examinar los fragmentos de DNA del gen de 
la globina hibridado con el RNA de la globina 155. Se advirtió 
que el híbrido poseía una doble cadena continua del comple- 
jo DNA-RNA (las líneas punteadas rojas y azules de la figura 
11-254). En cambio, cuando el mismo fragmento de DNA se 
incubó con el mRNA de la globina madura 10S, un largo seg- 
mento de DNA en el centro de la región codificante se reconoció 
como una protuberancia que formaba un asa bicatenaria (fig. 11- 
25%). El asa resultante estaba formada por un gran intrón en el 
DNA que no fue complementario en ninguna parte del mRNA 
pequeño de la globina. Fue evidente que el RNA 158 contenía 
los segmentos correspondientes a los intrones de los genes que se 
eliminan durante la formación del mRNA 10S. 

Más o menos al mismo tiempo se efectuó un experimento 
similar de hibridación entre el DNA que codifica a la ovoalbú- 
mina, una proteína que se encuentra en los huevos de la galli- 
na, y su correspondiente mRNA. El DNA de ovoalbúmina y el 
mRNA híbrido contienen siete asas distintas que corresponden a 
siete intrones (fig. 11-26). En conjunto, los intrones representan 
cerca de tres veces el DNA presente en las ocho porciones codi- 
ficantes combinadas (exones). Estudios posteriores han revelado 


il al E 
a 1 = 
r > i E A F i 
E , E ” Ë is 
F " A a 5 
aa E- G k È bl i 
m LA 1 m mk "4 


a a 
al a = 
7 l a dy = 1 
= i 
a j a i 
Pa 4 > 
= r - 
e m i m 
E 
a Le 
A a (i $ 
kI á Ew al 
E a ds 
k å E 
lo A z i 
w ww s 
m 
Ý, A i g" a 
a a” z d A p 
jui al z A h pr 
: = ¿E J : E 
ENT Pi A 
OA E a iea a A e 
SR aa i O E aia 
A pa i i 
A # m Pa 1 z 0 pod e 
iregi u $s a x . 1 a] 4 
>z E s ar Li A a E 
F a i P = $ z F A. i 
a” =æ a m = F F =. dr) ES e 3 
a a a a a a 
a = MEA a A A ai 
$ qe Br à PA ra E B, 
i z al LAO A ad i 
a - a == ñ z ai Ja T a F F 
[ p 1 A A a T a? 
Y F E. q e] E po ES FF 
p= E Fr > AE a ae 
a E A Y eta lg E F JTE » e "E 
i: hai” £ oa Fuk E E A A TS | 


que los exones individuales promedian alrededor de 150 nucleó- 
tidos. En cambio, los intrones individuales tienen cerca de 3500 
nucleótidos, lo cual explica porqué las moléculas de hnRNA son 
mucho más largas que los mRNA. Para citar dos casos extremos, 
el gen de la distrofina humana tiene 100 veces la longitud ne- 
cesaria para codificar a su correspondiente mRNA y el gen de 
la colágena tipo I contiene más de 50 intrones. El gen humano 
promedio contiene alrededor de nueve intrones, que conforman 
el 90% de la unidad de transcripción. 

Estos y otros hallazgos representan una sólida evidencia 
para la propuesta según la cual la formación del mRNA en célu- 
las eucariotas sucede por la eliminación de las secuencias inter- 
nas de ribonucleótidos de un pre-mRNA mucho más largo. A 
continuación se analizan los pasos de este proceso. 


Procesamiento de los mRNA eucariotas 


La RNA polimerasa II genera una transcripción primaria com- 
plementaria del DNA de toda la unidad de transcripción. El 
examen mediante microscopia electrónica de genes capaces de 
transcribir, indica que las transcripciones de RNA se vinculan 
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FIGURA 11-26 Visualización de los intrones en el gen de la ovoalbú- 
mina. Micrografía electrónica de un híbrido formado entre el mRNA 
de la ovoalbúmina y un fragmento del DNA genómico de pollo que 
contiene el gen de la ovoalbúmina. El híbrido que se muestra en esta 
micrografía es similar en naturaleza al de la figura 11-254. En ambos 
casos, el DNA contiene la secuencia entera del gen porque se aisló di- 


con diferentes proteínas y partículas más grandes, mientras aún 
se encuentran en proceso de síntesis (fig. 11-27). Tales partículas, 
que consisten en proteínas y ribonucleoproteínas, incluyen a los 
agentes encargados de convertir la transcripción primaria en un 
mRNA maduro. Este proceso de conversión requiere la adición 
de la estructura cap en el extremo 5' y una cola de poli(A) en 
los extremos 3' de la transcripción, además de la eliminación de 
cualquier secuencia de intrón. Una vez completo el procesamien- 
to, el mRNP, que consta de mRNA y proteínas relacionadas, está 
listo para exportarse del núcleo. 


rectamente del genoma. En cambio, el RNA se ha procesado por com- 
pleto y las porciones que se transcribieron de los intrones se removie- 
ron. Cuando el DNA genómico y el mRNA se hibridan, las porciones 
del DNA que no están representadas en el mRNA forman asas. En esta 
figura se pueden observar las asas de siete intrones (A-G). (CortEsía 
DE PIERRE CHAMBON.) 


Extremos 5' y 3'colas de poli(A) Los extremos 5' de todos 
los RNA poseen de manera primaria un trifosfato derivado del 
primer trifosfato de nucleósido incorporado en el sitio de inicio 
de la síntesis de RNA. Una vez que el 5' extremo de un precursor de 
mRNA se sintetiza, diferentes actividades enzimáticas actúan en 
este extremo de la molécula (fig. 11-28). En un primer paso, el 
último de los tres fosfatos se elimina y convierte el extremo 5' en 
un difosfato (paso 1, fig. 11-28). Entonces se adiciona un GMP 
en una orientación invertida de tal modo que el extremo 5' de 
la guanosina se halla frente al extremo 5' de la cadena de RNA 


FIGURA 11-27 Las transcripciones del 
pre-mRNA se procesan conforme se 
sintetizan (esto es, en sentido cotrans- 
cripcional). (a) Micrografía electrónica 
de una unidad de transcripción no ribo- 
sómica que muestra la presencia de par- 
tículas de ribonucleoproteínas unidas a 
las transcripciones del RNA naciente. (5) 
Dibujo que trata de interpretar la micro- 
grafía que se muestra en la parte a. La lí- 
nea punteada representa la tira de croma- 
tina (DNA), las líneas sólidas las fibrillas 
de ribonucleoproteína (RNP) y los círcu- 
los sólidos las partículas RNP relacio- 
nadas con las fibrillas. Para numerar las 
transcripciones individuales, se empieza 
con el más cercano al punto de inicio. 
Las partículas RNP no se distribuyen de 
modo aleatorio a lo largo de la transcrip- 
ción emergente, sino que se unen a sitios 
específicos donde se realiza el procesa- 
miento del RNA. (Tomana DE Ann L. 
BEYER, Oscar L. MILLER, JR., Y STEVEN 
L. McKnichHr, CELL 20:78, 1980; con 
AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 
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FIGURA 11-28 Pasos en la adición de un capuchón de metilguanosina 
5' y una cola de poli(A) en el extremo 3' de un pre-mRNA. El extre- 
mo 5' de un pre-mRNA naciente se une a una enzima de capuchón, la 
cual en los mamíferos, tiene dos sitios activos que catalizan reacciones 
diferentes: una trifosfatasa que remueve al grupo fosfato terminal (paso 
1) y una transferasa de guanililo que adiciona un residuo de guanina en 
orientación inversa, por medio de un enlace 5'-a-5' (paso 2). En el paso 
3, diferentes transferasas de metilo agregan un grupo metilo al capuchón 
de guanosina terminal y la ribosa del nucleótido colocado en el extremo 
del RNA emergente. Un complejo proteínico (llamado CBC) se une al 
capuchón (no se muestra). Una serie de sucesos muy diferentes ocurre 
en el extremo 3' del pre-mRNA, donde un complejo grande de proteínas 
se ensambla. Primero, una endonucleasa divide el transcrito de RNA 
primario, lo que genera un nuevo extremo 3' proximal al extremo 3' ori- 
ginal. En los pasos a-c, una polimerasa de poli(A) añade residuos de 
adenosina al extremo 3' sin intervención de una plantilla de DNA. Un 
mRNA característico de mamífero contiene 200 a 250 residuos de ade- 
nosina en su cola completa de poli(A); el número es considerablemente 
menor en eucariotas inferiores. (Según D. A. MickLOs Y G. A. FREYER, 
DNA ScrencE, CAROLINA BIOLOGICAL Surry Co.) 


(paso 2, fig. 11-28). Como resultado, los dos primeros nucleósi- 
dos se encuentran unidos por un puente 5'-5' de trifosfato poco 
usual. Por último, la región terminal invertida de la guanosina 
se metila en la posición 7 en su base de guanina, mientras el 
nucleótido en la cadena interna del puente de trifosfato lo hace 
en posición 2' de la ribosa (paso 3, fig. 11-28). El extremo 5' del 
RNA contiene entonces un capuchón de metilguanosina (mos- 
trado con más detalle en la figura 11-21). Estas modificaciones 
enzimáticas del extremo 5' de la transcripción primaria ocurren 
con gran rapidez, mientras que la molécula de RNA continúa en 
su estado temprano de síntesis. De hecho, la CTD de la polime- 
rasa recluta a las enzimas que realizan el capuchón (del inglés 
“capping”) (fig. 11-35). El capuchón de metilguanosina en el ex- 
tremo 5' de un mRNA tiene diferentes funciones: previene que 
las exonucleasas digieran al extremo 5' del mRNA, favorece el 
transporte del mRNA fuera del núcleo y tiene una participación 
importante en el inicio de la traducción del mRNA. 

Como se ha visto, el extremo 3' de un mRNA contiene una 
cadena de residuos de adenosina que forma una cola de poli(A). 
Conforme se secuenciaron diferentes mRNA resultó evidente 
que la cola de poli(A) comienza de manera invariable unos 20 nu- 
cleótidos en dirección 5' de la secuencia AAUAAA. En la trans- 
cripción primaria esta secuencia sirve como sitio de reconoci- 
miento para el ensamble de un complejo de proteínas que realizan 
mecanismos de procesamiento en el extremo 3' del mRNA (fig. 
11-28). El complejo de procesamiento del ensamblado de poli(A) 
también se relaciona de manera física con la RNA polimerasa II 
cuando ésta sintetiza la transcripción primaria (fig. 11-35). 

Dentro de las proteínas del complejo de procesamiento se 
encuentra una endonucleasa (fig. 11-28, parte superior), que cor- 
ta a la molécula de pre-mRNA en dirección 3' respecto del sitio 
de reconocimiento. Luego del corte por la nucleasa, una enzi- 
ma conocida como polimerasa de poli(A) agrega 250 o más ade- 
nosinas sin la necesidad de una plantilla (pasos a-c, fig. 11-28). 
Como se señala en la sección 12.6, la cola de poli(A) junto con 
una proteína adjunta protegen al mRNA de la degradación pre- 
matura por exonucleasas. Las colas de poli(A) también son útiles 
para los biólogos moleculares interesados en aislar los mRNA. 
Cuando una mezcla de RNA celulares se pasa a través de una 


Transcripción primaria 


Complejo de procesamiento que incluye 
la endonucleasa y la polimerasa de poli(A) 


columna que contiene unidos polinucleótidos sintéticos poli(T), 
los mRNA se unen entonces a la columna y se extraen de la solu- 
ción, mientras que los más abundantes, tRNA, rRNA y snRNA, 
que no poseen colas de poli(A), pasan a través de la columna y se 
desechan con el solvente acuoso. 


Procesamiento del RNA: eliminación de intrones de un 
pre-RNA Los pasos clave en el procesamiento del pre-mRNA 
se muestran en la figura 11-29. Además de la formación del cas- 
quete 5' y la cola de poli(A), ya descrita, otras partes de un trans- 
cripción primaria que corresponden a las secuencias intrónicas 
deben eliminarse por un proceso complejo denominado corte 
y empalme del RNA. Para procesar un RNA deben efectuarse 
cortes en la cadena de ese RNA en los extremos 5' y 3' (o sitios 
de corte y empalme) de cada intrón, y los exones situados a cada 
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FIGURA 11-29 Sinopsis de los pasos durante el procesamiento del 
mRNA de la globina. Los intrones se muestran en púrpura, mientras 
que las porciones azul oscuro del gen aluden a las posiciones de los exo- 
nes, que son las secuencias de DNA representadas en el mRNA maduro. 


lado de los sitios de empalme deben unirse de nueva cuenta de 
manera covalente (ligados). Es importante que el procesamiento 
ocurra con exactitud, porque la adición o pérdida de un solo nu- 
cleótido en cualquiera de las uniones de empalme podría causar 
que el mRNA resultante se tradujera de modo equívoco. 

¿De qué manera la maquinaria básica de empalme recono- 
ce los límites exón-intrón en miles de diferentes pre-mRNA? 
El análisis de cientos de uniones entre los exones e intrones en 
eucariotas, desde las levaduras y los insectos hasta los mamífe- 
ros, revela la presencia en los sitios de corte y empalme de una 
secuencia nucleotídica conservada y originada en la evolución 
ancestral. En la figura 11-30 se muestra la secuencia identifica- 
da más a menudo en los bordes de la unión exón-intrón de las 
moléculas de pre-mRNA de mamífero. El G/GU en el sitio 5' 
terminal del intrón (sitio de corte y empalme 5”), el AG/G en el 
extremo 3' del intrón (sitio de corte y empalme 3”) y la secuencia 
de polipirimidinas cercana al sitio de corte y empalme 3' están 


Sitio de corte y empalme 5' 
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presentes en la mayor parte de las moléculas de pre-mRNA eu- 
cariotas.* Además, las regiones adyacentes del intrón contienen 
nucleótidos preferidos, como se indica en la figura 11-30, los 
cuales poseen una función relevante en el reconocimiento del 
sitio de corte y empalme. Las secuencias ilustradas en la figu- 
ra 11-30 funcionan siempre como reconocimiento de los sitios 
de corte y empalme, pero no son suficientes. Por lo general, los 
intrones se presentan en la forma de miles de nucleótidos y a 
menudo contienen segmentos internos que semejan la secuencia 
de consenso mostrada en la figura 11-30, si bien las células no los 
reconocen como señales de corte y empalme y por consecuencia 
los ignoran. La adición de señales que permiten a la maquinaria 
de corte y empalme distinguir entre exones e intrones se debe 
quizás a secuencias específicas (llamadas aumentadores del corte y 
empalme exónico o ESE), situadas dentro de los exones (fig. 11-32, 
recuadro A). Los cambios en la secuencia de DNA dentro del 
sitio de corte y empalme o en un ESE pueden llevar a la inclu- 
sión de un intrón o la exclusión de un exón. Se calcula que cerca 
del 15% de las enfermedades humanas hereditarias es resultado 
directo de mutaciones que alteran el corte y empalme del pre- 
mRNA. Además, gran parte de la variación genética “normal” en 
la susceptibilidad a las enfermedades frecuentes en la población 
humana (pág. 410) podría deberse a los efectos de esta variación 
en la eficiencia de corte y empalme del RNA. 

El entendimiento del corte y empalme del RNA ha delinea- 
do una mejor idea de las capacidades de las moléculas del RNA. 
Thomas Cech et al., de la University of Colorado obtuvieron en 
1982 la primera evidencia de que las moléculas de RNA eran ca- 
paces de catalizar reacciones químicas. Como se revisa de forma 
más extensa en la sección Vías experimentales de este capítulo, es- 
tos investigadores encontraron que el protozoario ciliado Tetrahy- 
mena sintetizaba un rRNA precursor (un pre-rRNA) capaz de 
autoprocesarse. Además de la reveladora existencia de los RNA 
enzimáticos, o ribozimas, tales experimentos cambiaron el pensa- 
miento de los biólogos acerca de las funciones esenciales del RNA 
y las proteínas en el mecanismo del procesamiento del RNA. 

Los intrones del pre-rRNA de Tetrahymena son un ejemplo 
de los intrones del grupo I, que no se revisarán. Más tarde, se descu- 
brió otro tipo de intrones que efectúan autoprocesamiento, llama- 
dos intrones del grupo 1, en mitocondrias de hongos, cloroplastos 


Alrededor de 1% de los intrones tiene dinucleótidos AT y AC en sus extremos 
5' y 3' (más que GU y AG). Estos intrones AT/AC se procesan por un tipo 
diferente de empalmosoma, conocido como empalmosoma U12 porque contiene 


snRNA U12 en lugar del snRNA U2 del empalmosoma principal. 
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FIGURA 11-30 Secuencias nucleotídicas en los sitios de corte y empal- 
me del pre-mRNA. Además de codificar la información para construir 
un polipéptido, un pre-mRNA también debe contener información que 
dirija la maquinaria encargada del corte y empalme del RNA. Las se- 
cuencias nucleotídicas mostradas en las regiones de los sitios de corte y 
empalme están basadas en el análisis de un gran número de pre-mRNA 
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y por tanto se refieren como secuencias de consenso. Las bases que se 
muestran en naranja virtualmente no varían y las que aparecen en negro 
representan las bases preferidas en estas posiciones. N representa cual- 
quiera de los cuatro nucleótidos mientras que la Y es una pirimidina. La 
secuencia de polipirimidina cercana al sitio de corte y empalme 3' casi 
siempre contiene entre 10 y 20 pirimidinas. 
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de plantas y una amplia variedad de bacterias y arqueobacterias. 
Los intrones del grupo II se pliegan en una estructura compleja 
que se muestra en dos dimensiones en la figura 11-314. Los in- 
trones del grupo II sufren un autoprocesamiento al pasar por un 
estado intermedio, conocido como /azo (fig. 11-315), porque se- 
meja la soga utilizada por los vaqueros para lazar vacas. El primer 
paso en el procesamiento de los intrones del grupo II es el corte 
del sitio de procesamiento 5' (paso 1, figura 11-315), seguido por 
la formación de un lazo por medio de un enlace covalente entre 
el 5' terminal del intrón y un residuo de adenosina cercano al 3' 
terminal del intrón (paso 2). El corte posterior del sitio de proce- 
samiento 3' libera el lazo y hace posible el corte de los extremos 
del exón para que se unan de modo covalente (ligados) (paso 3). 
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Los pasos llevados a cabo durante la eliminación de los in- 
trones de las moléculas de pre-mRNA en células animales son 
muy similares a los pasos observados en los intrones del grupo II. 
La diferencia primaria radica en que los pre-mRNA no son capa- 
ces de procesarse por sí mismos y requieren un grupo de peque- 
ños RNA nucleares (snRNA) y sus proteínas vinculadas. Cada 
molécula larga de hnRNA se transcribe y relaciona con un gran 
número de proteínas para formar un hnRNP (ribonucleopro- 
teína nuclear heterogénea), la cual representa el sustrato para 
las reacciones de procesamiento siguientes. El procesamiento que 
ocurre en cada intrón del pre-mRNA se vincula con un complejo 
macromolecular llamado empalmosoma. Cada empalmosoma 
posee diferentes proteínas y un número de distintas partículas 
ribonucleoproteínicas conocidas como snRNP compuestas de 
snRNA unidas a proteínas específicas. Los empalmosomas no 
están presentes dentro del núcleo en un estado prefabricado, sino 
que se ensamblan del mismo modo que se unen sus componentes 
snRNP al pre-mRNA. Una vez que la maquinaria del empalmo- 
soma se ensambla, los snRNP llevan a cabo las reacciones que 
cortan los intrones de la transcripción y de nueva cuenta unen los 
extremos de los exones y los integran. Los intrones seccionados, 
que constituyen alrededor de 90% del pre-mRNA de los mamí- 
feros, simplemente se degradan en el núcleo. 

La comprensión de los pasos del procesamiento de RNA 
ha necesitado muchos estudios en extractos libres de células que 
pueden procesar con precisión el pre-mRNA in vitro. Algunos 
de los principales pasos en el ensamblado de un empalmosoma 
y la eliminación de un intrón se muestran y describen con de- 
talle en la figura 11-32. La eliminación de un intrón requiere 
varias partículas de snRNP: los snRNP U1, U2, U5, y U4/U6, 
que contiene snRNA U4 y U6 unidos entre ellos. Además de 
estos snRNA, cada snRNP contiene una docena de proteínas o 
más. Una familia, las denominadas proteínas Sm, está presente en 
todos los snRNP. Las proteínas Sm se unen una con otra y con 
un sitio conservado de cada snRNA (excepto snRNA U6) para 
formar un núcleo del snRNP. La figura 11-33 muestra un mode- 
lo estructural del saRNP U1, con la localización de los snRNA, 
las proteínas Sm y otras proteínas dentro de la partícula indicada. 
Las proteínas Sm se identificaron primero porque son el blanco 


FIGURA 11-31 Estructura y la vía de autocorte y empalme de los intro- 
nes del grupo IT. (a) Estructura bidimensional de un intrón del grupo II 
(mostrado en rojo). El intrón se pliega en seis dominios característicos que 
irradian de una estructura central. Los asteriscos indican los nucleótidos 
de adenosina que se abultan fuera del dominio VI y forman una estructura 
semejante a una soga descrita en el texto. Los dos extremos del intrón lle- 
gan a estar muy cercanos entre sí, como lo indica la proximidad de los dos 
enlaces intrón-exón. (4) Pasos en el autocorte y empalme de los intrones 
del grupo II. En el paso 1, el OH 2' de una adenosina dentro del intrón 
(asterisco en el dominio VI de la parte A) realiza un ataque nucleofílico al 
sitio de corte y empalme 5', que corta el RNA y forma un enlace fosfodiés- 
ter 2'-5' raro con el primer nucleótido del intrón. Esta estructura ramifica- 
da se describe como una soga. En el paso 2, el grupo OH 3' libre del exón 
desplazado ataca al sitio de corte y empalme 3', el cual corta el RNA en 
el otro extremo del intrón. Como resultado de esta reacción, el intrón se 
libera en la forma de una soga y los extremos 3' y 5' de los dos exones flan- 
queadores se ligan (paso 3). Una vía similar se sigue en el corte y empalme 
de intrones de los pre-mRNA, pero en lugar de suceder por autocorte y 
empalme, estos pasos requieren la ayuda de distintos factores adicionales. 


FIGURA 11-32 Modelo esque- 
mático del ensamble de la ma- 
quinaria de corte y empalme y 
algunos de los pasos que ocu- 
rren durante este proceso. El 
paso 1 muestra la porción del 
pre-mRNA que se somete a 
corte y empalme. En el paso 2, 
el primero de los componentes 
del corte y empalme, U1 snRNP, 
se ha unido al sitio 5' del corte 
y empalme del intrón. La se- 
cuencia nucleotídica del snRNA 
U1 es complementaria del sitio 
de corte y empalme 5' del pre- 
mRNA y hay evidencias que in- 
dican que el snRNP U1 se une 
de manera inicial al extremo 5' 
del intrón por la formación de 
pares de bases específicas entre 
el sitio de corte y empalme y el 
snRNA U1 (véase recuadro A). 
El snRNP U2 es el siguiente 
en entrar al complejo de corte y 
empalme y se une al pre-mRNA 
(como se muestra en el recua- 
dro A), lo cual ocasiona que un 
residuo de adenosina específi- 
co (resaltado) se exponga hacia 
afuera de la hélice (paso 3). Éste 
es el sitio que más tarde será un 
punto de bifurcación de la soga. 
Se piensa que al U2 lo recluta la 
proteína U2AF, que se une a la 
secuencia de polipirimidina cer- 
ca del sitio de corte y empalme 
3", UZAF también interacciona 
con las proteínas SR que se unen 
a los aumentadores exónicos de 
corte y empalme (ESE). Estas 
interacciones tienen una función 
importante en el reconocimien- 
to de los extremos intrón/exón. 
El próximo paso es la unión de 
los snRNP U4/U6 y U5 al pre- 
mRNA con el desplazamiento 
de U1 (paso 4). El ensamble de 
un empalmosoma implica una serie de interacciones dinámicas entre el 
pre-mRNA y los snRNA específicos y entre los RNA mismos. A me- 
dida que entran en el complejo con el pre-mRNA, los snRNA U4 y U6 
se parean de manera extensa el uno con el otro (recuadro B). El saRNA 
U4 se separa después del dúplex y las regiones de U6 que estaban apa- 
readas con U4 se parean con una porción de los snRNA U2 (recuadro 
C). Otra porción del snRNA U6 se halla en el sitio de corte y empalme 
5' (recuadro C) y ha desplazado al snRNA U1 que antes estaba unido 
ahí (recuadro A). Se propuso que U6 es una ribozima y que U4 es un 
inhibidor de su actividad catalítica. Según esta hipótesis, una vez que 
los snRNA U1 y U4 se desplazan, el snRNA U6 está en posición para 
catalizar las dos reacciones químicas necesarias para retirar el intrón. Se- 
gún una visión alternativa, las reacciones son catalizadas por la actividad 
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de anticuerpos generados en pacientes con una enfermedad au- 
toinmunitaria conocida como lupus eritematoso sistémico. Las 
otras proteínas del snRNP son únicas para cada partícula. 
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Proteína SR 


combinada del snRNA U6 y una proteína de la snRNP U5. Cualquiera 
que sea el mecanismo, la primera reacción (indicada con la flecha en 
inserto C) conduce a la separación del sitio de corte y empalme 5', lo 
que forma un exón 5" libre y un intermediario intrón lazo-exón 3' (paso 
5). Se piensa que la porción 5' libre del exón se coloca en el lugar por su 
relación con el snRNA U5 del empalmosoma, que también interactúa 
con el sitio de corte y empalme 3' (paso 5). A la primera reacción de 
corte en el sitio de corte y empalme 5' le sigue una segunda reacción 
de corte en el sitio de corte y empalme 3' para eliminar el intrón en 
forma de soga y de manera simultánea unir los extremos de los dos exo- 
nes vecinos (paso 6). Después del corte y empalme, los snRNP deben 
liberarse del pre-mRNA, reiniciarse las relaciones originales entre los 
snRNA y reensamblarse los snRNP en los sitios de otros intrones. 


Los sucesos descritos en la figura 11-32 proveen excelentes 
ejemplos de las interacciones dinámicas y complejas que ocurren 
entre las moléculas de RNA. Los reordenamientos múltiples en- 
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tre estas moléculas que ocurren en el ensamble de un empalmoso- 
ma están mediados sobre todo por helicasas de RNA consumido- 
ras de ATP, presentes dentro de las snRNP. Las helicasas de RNA 
pueden desenredar los RNA bicatenarios, tal y como se observa 
en el dúplex U4-U6 de la figura 11-32, recuadro B, el cual permite 
el desplazamiento de los RNA para unir nuevas regiones. Las he- 
licasas de empalmosoma también desenrollan al parecer los RNA 
de proteínas unidas, incluida la proteína U2AF de la figura 11-32, 
recuadro A. Por lo menos ocho helicasas diferentes intervienen en 
el corte y empalme del pre-mRNA en las levaduras. 

Existen dos factores que sugieren que los snRNA son los 
componentes con actividad catalítica de los snRNP, no las pro- 
teínas: 1) que los pre-mRNA se procesan por las mismas reac- 
ciones químicas de autoprocesamiento en los intrones del gru- 
po II y 2) que los snRNA necesarios para el corte y empalme 
del pre-mRNA semejan partes de los intrones del grupo II (fig. 
11-34). De acuerdo con este escenario, el empalmosoma actua- 
ría como una ribozima y las proteínas tendrían varias funciones 
complementarias, como el mantenimiento de la estructura tridi- 
mensional apropiada de los snRNA y la selección de los sitios de 
corte y empalme que van a usarse durante el procesamiento de un 
pre-mRNA particular. De los diversos snRNA que participan en 
el corte y empalme de RNA, U6 se considera el candidato más 
probable para la especie catalítica. Sin embargo, estudios recien- 
tes situaron al menos una de las proteínas de U5 snRNP (una 
proteína llamada Prp8) muy cerca del sitio catalítico del empal- 
mosoma. Además, Prp8 contiene un dominio RN-asa que podría 
ser adecuado para dividir el pre-mRNA. Este hallazgo renovó 
la propuesta de que la acción combinada del RNA y un com- 
ponente proteínico del empalmosoma es lo que cataliza las dos 
reacciones químicas necesarias para el corte y empalme del RNA. 

Como se ha mencionado con anterioridad, las secuencias 
situadas dentro de los exones, llamadas aumentadoras del corte 
y empalme exónico (ESE), participan en el reconocimiento de 
exones por medio de la maquinaria del corte y empalme. Las 
ESE sirven como sitios de unión para una familia de proteínas 
que unen RNA, conocidas como proteínas SR (llamadas así por 
el gran número de dipéptidos de arginina [R]-serina [S]). Se cree 
que las proteínas SR forman redes interactivas que abarcan los 
bordes intrón/exón y ayudan a atraer snRNP a los sitios de corte 
y empalme (fig. 11-32, inserto A y 12-52). Las proteínas SR con 
carga positiva también se pueden unir por fuerza electrostática 


FIGURA 11-33 La estructura de un snRNP. (2) Modelo de 
una partícula snRNP U1 basada en datos bioquímicos e in- 
formación estructural obtenida a partir de microscopia crio- 
electrónica. En el núcleo de la partícula se halla un complejo 
proteínico en forma de anillo compuesto de siete proteínas 
Sm diferentes y comunes en todos los saRNP U. Otras tres 
proteínas son únicas de los snRNP U1 (llamadas 70K, U1-A 
y U1-C). Los brazos I, II y IV son partes de los snRNA 
U1 de 165 bases. El snRNA se ensambla en el citoplasma y 
se importa al núcleo, donde realiza su función. (a) Modelo 
de un snRNA U1 casi en la misma orientación que en a. 
(REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE HOLGER STARK ET AL., 
NaTURE 409:541, 2001; O 2001 MacmiLLaN MAGAZINES 
LiMiTED.) 


a los grupos fosfato de carga negativa que se agregan a la CTD 
de la polimerasa cuando la transcripción se inicia (fig. 11-20). 
Como resultado, el ensamble de la maquinaria de procesamien- 
to en un intrón ocurre en conjunción con la síntesis del intrón 
por la polimerasa. Se piensa que la CTD recluta a una amplia 
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FIGURA 11-34 Similitudes estructurales propuestas entre las reac- 
ciones de corte y empalme realizadas por el empalmosoma en los 
pre-mRNA y las reacciones de auto-corte y empalme de los intrones 
del grupo II. (2) Interacciones entre un intrón de una molécula de pre- 
mRNA (flanqueada por los exones 1 y 2) y dos snRNA (U2 y U6) que 
se requieren para el corte y empalme. (5) La estructura de un intrón del 
grupo II muestra un ordenamiento de las partes críticas que se alinean 
durante el auto-corte y empalme (como se indica en la figura 11-31). La 
semejanza de las partes del intrón del grupo II con los RNA combinados 
en la parte a es evidente. Los residuos que no varían se muestran en letras 
mayúsculas; las purinas y las pirimidinas conservadas se expresan por r e 
y, respectivamente. Los residuos variables se muestran con una n. (SEGÚN 
A.M. Werner, CELL 72:162, 1993; CON AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 
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FIGURA 11-35 Representación esquemática de un mecanismo para la 
coordinación de la transcripción, colocación de capuchón, poliade- 
nilación y corte y empalme. En este modelo simplificado, el dominio 
C-terminal (CTD) de la subunidad grande de la RNA polimerasa (pág. 
436) sirve como andamiaje flexible para la organización de los factores 
participantes en el procesamiento pre-mRNA, incluidos los de la colo- 
cación de capuchón, poliadenilación y eliminación de intrón. Además de 
las proteínas mostradas aquí, es probable que la polimerasa se relacione 
con muchos factores de transcripción, así como enzimas que modifican 
la plantilla de cromatina. Las proteínas unidas con la polimerasa en cual- 
quier momento particular podrían depender de los residuos de serina del 
CTD que estén fosforilados. El patrón de residuos de serina fosforilados 
cambia conforme la polimerasa avanza del principio al final del gen que 
se transcribe (comparar con fig. 11-20). Los grupos fosfato unidos con 
los residuos #5 se perdieron casi para cuando la polimerasa transcribe el 
extremo 3' del RNA. (Tomana De E. J. STEINMETZ, CELL 89:493, 1997, 
CON AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 


variedad de factores de procesamiento. De hecho, se requiere la 
mayor parte de la maquinaria para el procesamiento del mRNA 
y su exportación al citoplasma con la polimerasa como parte de 
una gran “fábrica de mRNÆ (fig. 11-35). 

En virtud de que la mayor parte de los genes contiene va- 
rios intrones, las reacciones de corte y empalme mostradas en la 
figura 11-32 deben ocurrir de forma repetida sobre una misma 
transcripción primaria. La evidencia sugiere que los intrones se 
eliminan de acuerdo con un orden determinado y que se generan 
intermediarios de procesamiento específicos cuyos tamaños se 
extienden entre la transcripción primaria y el mRNA maduro. 
En la figura 11-36 se muestra un ejemplo de intermediarios for- 
mados durante el procesamiento nuclear del mRNA ovomucoi- 
de en las células del oviducto de la gallina. 


Implicaciones evolutivas de la rotura 
de genes y el corte y empalme del RNA 


El descubrimiento de la capacidad del RNA para catalizar reac- 
ciones químicas tuvo un enorme efecto sobre el concepto de la 
evolución biológica. Una de las preguntas fundamentales plan- 
teadas por los biólogos evolutivos desde el descubrimiento del 
DNA es la siguiente: ¿cuál fue el primer material genético, la 
proteína o el DNA? El dilema procede de las funciones al pare- 
cer no superpuestas de estos dos tipos de macromoléculas. Los 
ácidos nucleicos almacenan información, en tanto que las proteí- 
nas catalizan reacciones. Con el descubrimiento de las ribozimas 
a principios de la década de 1980 resultó evidente que el RNA 
podía hacer ambas cosas. 
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FIGURA 11-36 Procesamiento del pre-mRNA de ovomucoide. La fo- 
tografía muestra un método conocido como Northern blot, en el cual el 
RNA extraído (en este caso del núcleo de células del oviducto de gallina) 
se fracciona por electroforesis en gel y se transfiere a un filtro membranal. 
El RNA inmovilizado en el filtro se incuba con un cDNA marcado con 
radiactividad (en este caso un cDNA elaborado a partir del mRNA ovo- 
mucoide) para producir bandas que identifiquen la posición de los RNA 
que contienen la secuencia complementaria. El mRNA maduro que codi- 
fica a la proteína ovomucoide posee una longitud de 1 100 nucleótidos y se 
muestra en la parte inferior del ensayo. Es evidente que el núcleo contiene 
varios RNA más largos que también tienen la secuencia nucleotídica del 
mRNA ovomucoide. El RNA más largo en el ensayo posee una longitud 
de 5450 nucleótidos y corresponde al tamaño de la unidad de transcripción 
ovomucoide; se presume que este RNA es la transcripción primaria de la 
cual se deriva el mRNA. Otras bandas prominentes contienen RNA con 
longitudes de 3100 nucleótidos (que corresponden a una transcripción que 
perdió los intrones 5 y 6), 2300 nucleótidos (una transcripción que per- 
dió los intrones 4, 5, 6 y 7) y 1700 nucleótidos (una transcripción que 
perdió todos los intrones excepto el 3). (CorTesía DE BerT O'MaLLEvy.) 


Tales datos alimentaron la creencia de que el DNA y las 
proteínas no se hallaban en el estado inicial de la evolución de 
la vida. Durante este periodo, las moléculas de RNA ejecuta- 
ron una doble tarea: sirvieron como material genético y como 
catalizadores de las reacciones químicas, incluidas las necesarias 
para la replicación del RNA. En esta etapa, la vida podía des- 
cribirse como “un mundo de RNA”. Sólo en la última etapa de 
la evolución la proteína y el DNA adquirieron las funciones 
de almacenamiento de la información y catálisis, respectivamen- 
te; el RNA sólo conservó la función primaria de intermediario 
en el flujo de información genética. Muchos investigadores pien- 
san que el corte y empalme representa un ejemplo de un legado 
de un mundo antiguo de RNA. 

Aunque la presencia de los intrones pudo añadir una carga 
adicional a las células porque debían eliminar estas secuencias 
interpuestas de sus transcripciones, los intrones tienen sus virtu- 
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des. Como se describe en el siguiente capítulo, el procesamiento 
del RNA es uno de los pasos sometidos a regulación celular en la 
vía para formar mRNA. Muchas transcripciones primarias pue- 
den procesarse en dos o más vías, de modo que la secuencia que 
actúa como intrón en una vía, se puede convertir en exón en una 
vía alterna. Como resultado de este proceso, denominado corte 
y empalme alternativo, el mismo gen puede codificar más de un 
polipéptido. 

Se piensa que la presencia de intrones ha tenido un gran 
efecto en la evolución biológica. Cuando se examina la secuen- 
cia aminoacídica de una proteína, se encuentra a menudo que 
contiene secciones que son homólogas de diferentes partes de 
otras proteínas (véanse ejemplos en las figuras 2-36 y 7-22). Las 
proteínas de este tipo las codifican genes que son composiciones 
hechas con partes de otros genes. El movimiento de los “módu- 
los” genéticos entre genes no relacionados (un proceso conocido 
como intercambio exónico), se facilita en gran medida por la 
presencia de intrones, que semejan elementos espaciadores iner- 
tes entre los exones. Los reordenamientos genéticos requieren 
la rotura de las moléculas de DNA, que puede ocurrir dentro 
de los intrones sin introducir mutaciones capaces de alterar al 
organismo. Con el tiempo, los exones pueden intercambiarse de 
forma independiente por diferentes mecanismos y ello posibi- 
lita un número casi infinito de combinaciones en la búsqueda 
de secuencias codificantes nuevas y útiles. Como resultado de 
este intercambio de exones, la evolución no necesita ocurrir sólo 
por la lenta acumulación de mutaciones puntuales, sino que debe 
avanzar mediante “saltos cuánticos” con proteínas nuevas que 
aparecen en una sola generación. 


Creación de nuevas ribozimas en el laboratorio 


En la mente de muchos biólogos, el principal punto de discusión 
respecto de la posibilidad de un mundo de RNA en el cual esta 
molécula actúe como único catalizador señala que hasta ahora 
sólo se han encontrado unas cuantas reacciones catalizadas por 
los RNA que están de manera natural en las células. Éstas inclu- 
yen el corte y ligamiento de los enlaces fosfodiéster necesarios 
para el corte y empalme del RNA y la formación de enlaces pep- 
tídicos durante la síntesis de proteínas. ¿Acaso sólo estos tipos de 
reacciones son capaces de catalizar las moléculas de RNA o su 
espectro catalítico se ha restringido de modo notorio por la evo- 
lución a proteínas enzimáticas más eficientes? Diferentes grupos 
de investigadores exploran el potencial catalítico del RNA por 
medio de la creación de nuevas moléculas de RNA en el laborato- 
rio. A pesar de que estos experimentos nunca probarán que tales 
moléculas de RNA existieron en los organismos antiguos, serán 
una prueba del principio según el cual dichas moléculas de RNA 
pudieron evolucionar a través de un proceso de selección natural. 
En una de las estrategias, los investigadores crearon RNA 
catalíticos de la nada, sin un diseño preconcebido, sobre cómo 
debe construirse el RNA. Los RNA se producen permitiendo 
que máquinas sintetizadoras de DNA lo ensamblen con secuen- 
cias nucleotídicas aleatorias. La transcripción de estos DNA crea 
una población de RNA cuyas secuencias nucleotídicas se deter- 
minan también de modo aleatorio. Tras obtener una población 
de RNA, los miembros individuales pueden seleccionarse de la 
población gracias a las propiedades particulares que poseen. Esta 
conducta se describe como “evolución en tubo de ensayo”. 


En un grupo de estudios, los investigadores seleccionaron 
de manera inicial RNA que se unía a aminoácidos específicos 
y luego a una subpoblación que debía transferir un aminoácido 
específico al extremo 3' de un tRNA blanco. Esta es la misma 
reacción básica que efectúan las aminoacil-tRNA sintetasas, que 
son enzimas capaces de unir los aminoácidos a los tRNA nece- 
sarios para la síntesis proteínica (pág. 460). Se ha conjeturado 
que los aminoácidos pudieron utilizarse de manera inicial como 
cofactores para aumentar las reacciones catalíticas que llevan a 
cabo las ribozimas. Con el tiempo, es posible que las ribozimas 
evolucionaran y fueran capaces de unir aminoácidos específicos 
para formar pequeñas proteínas, más versátiles en la catálisis que 
sus RNA anteriores. Como se describe más adelante en este ca- 
pítulo, los ribosomas (las máquinas de ribonucleoproteínas en- 
cargadas de la síntesis de proteínas), son en esencia ribozimas, las 
cuales proveen una base importante para este escenario evolutivo. 

A medida que las proteínas realizaron gran parte del trabajo 
de la célula primitiva, el mundo del RNA se transformó de ma- 
nera gradual en un “mundo de RNA y proteína”. En un punto 
más tardío, es probable que el DNA reemplazara al RNA como 
material genético e impulsara las formas de vida del presente 
“mundo de DNA-RNA-proteína”. La evolución del DNA pudo 
necesitar sólo dos tipos de enzimas: una reductasa de ribonucleó- 
tido para convertir los ribonucleótidos en desoxirribunucleótidos 
y una transcriptasa inversa para transcribir el RNA a DNA. El 
hecho de que la catálisis de RNA no parece intervenir en la sín- 
tesis de DNA o la transcripción apoya la idea de que el DNA 
fue el último miembro de la tríada DNA-RNA-proteína que 
apareció en escena. 

En alguna parte del curso evolutivo, un código evolucionó 
y permitió al material genético codificar la secuencia de los ami- 
noácidos para incorporarse en una proteína particular. La natura- 
leza de este código es el tema de la última sección de este capítulo. 


1. ¿Qué significa el procesamiento de corte y empalme de 
genes?, ¿cómo fue descubierta la existencia del corte y 
empalme de genes? 

2. ¿Cuál es la relación entre el hnRNA y los mRNA? 
¿Cómo se descubrió esta interrelación? 

3. ¿Cuáles son los pasos generales en el procesamiento de 
un pre-mRNA en un mRNA? ¿Cuál es la función de 
los snRNA y el empalmosoma? 

4. ¿Cuál es el significado del término “mundo de RNA”? 
¿Qué tipo de evidencia sugiere su existencia? 

5. ¿Cuál es el significado de la frase “evolución en tubo de 
ensayo”, cómo se aplica a la actividad catalítica de las 


moléculas de RNA? 


11.5 RNA REGULADORES PEQUEÑOS 
Y VÍAS DE DESACTIVACIÓN DE RNA 


La idea de que en la regulación de la expresión génica intervie- 
nen directamente moléculas de RNA comenzó con una obser- 
vación intrigante. Normalmente los pétalos de las petunias son 
de color púrpura claro. En 1990, dos grupos de investigadores 
informaron acerca de un intento de intensificar el color de las 
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FIGURA 11-37 Interferencia de RNA. (a) Las petunias normalmente 
son de color púrpura. Las flores de esta planta son blancas porque las 
células contienen un gen extra (un transgén) que codifica una enzima 
necesaria para la producción de color. El gen agregado ocasiona una 
interferencia de RNA que causa la destrucción específica de mRNA 
transcrito tanto desde el transgén como de los genes de la propia planta, 
lo cual hace que las flores sean básicamente despigmentadas. (4) Un ne- 
matodo con un gen que codifica una proteína de fusión GFP (pág. 267) 
expresado de manera específica en la faringe del animal. (c) Este gusano 
se desarrolló de un progenitor con el mismo genotipo que el mostrado 
en Å, cuyas gónadas se habían inyectado con una solución del ds RNA 
complementario del mRNA de la proteína bajo estudio. La ausencia de 
tinción refleja la destrucción del mRNA por un RNA de interferencia. 
(a: TOMADA DE Davip BauLcomBE, Curr. Bro. 12:R82, 2002; POR AU- 
TORIZACIÓN DE CELL PRESS; B, C: COPYRIGHT O 2006 New ENGLAND 
BIOLABS; REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN.) 


flores mediante la introducción de copias extra de un gen que 
codifica una enzima productora de pigmento. Para sorpresa de 
los investigadores,la presencia de los genes adicionales hizo quelos 
pétalos perdieran su pigmentación en vez de intensificarla, como 
se esperaba (fig. 11-374). Estudios posteriores indicaron que, 
bajo esas condiciones experimentales, tanto los genes agregados 
como sus contrapartes normales dentro del genoma se transcri- 
bían, pero los mRNA resultantes estaban un tanto degradados. 
Este fenómeno llegó a conocerse como desactivación génica pos- 
transcripcional (P TGS, posttranscriptional gene silencing). 

Fue hasta 1998 cuando se comprendió la base molecular de 
esta forma de desactivación génica. En ese año, Andrew Fire del 
Carnegie Institute of Washington y Craig Mello de University of 
Massachusetts, junto con sus colegas, realizaron un experimen- 
to en el nematodo C. elegans. Inyectaron a estos gusanos varias 
preparaciones diferentes de RNA con la esperanza de detener la 
síntesis de una proteína muscular particular. Uno de los prepara- 
dos contenía RNA “codificante”, es decir, RNA con la secuencia 
del mRNA que codificaba la proteína de interés; otro preparado 
contenía RNA “no codificante”, esto es, un RNA con la secuen- 
cia complementaria a la del mRNA en cuestión; y un tercer pre- 
parado constaba de un RNA de doble cadena que contenía tanto 
la secuencia codificante como la no codificante unidas entre sí. 


Ninguno de los RNA monocatenarios tuvo mucho efecto, pero 
el RNA bicatenario fue muy eficaz para detener la producción 
de la proteína codificada. Fire y Mello describieron el fenóme- 
no como interferencia de RNA (RNAi). Demostraron que los 
RNA bicatenarios (dsRNA) eran captados por las células, donde 
inducían una respuesta que llevaba a la destrucción selectiva de 
los mRNA con la misma secuencia que los dsRNA agregados. 
Digamos por ejemplo que se desea detener la producción de la 
enzima fosforilasa de glucógeno dentro de las células de un ne- 
matodo, de modo que sea posible determinar el efecto de esta 
deficiencia enzimática en el fenotipo del gusano. Notablemen- 
te, este resultado puede obtenerse con sólo colocar al gusano en 
una solución de dsRNA que tenga la misma secuencia que el 
mRNA en cuestión. Un experimento similar se muestra en la 
figura 11-370,c. Este fenómeno es similar en el efecto, aunque 
muy diferente en el mecanismo, a la formación de ratones con 
bloqueo génico que pierden un gen en particular que codifica 
una proteína específica. 

El fenómeno de interferencia de RNA mediado por dsRNA 
es un ejemplo del fenómeno más amplio de desactivación del 
RNA, en el que los RNA pequeños, casi siempre en conjunto con 
la maquinaria proteínica, inhiben la expresión génica de varias 
maneras. Se cree que el RNAi evolucionó como un tipo de “sis- 
tema inmunitario genético” para proteger a los organismos de la 
presencia de material genético extraño o indeseable. En términos 
más específicos, es probable que el RNAi haya evolucionado como 
mecanismo para bloquear la replicación de los virus y/o suprimir 
los movimientos de los transposones dentro del genoma porque 
estos dos procesos potencialmente peligrosos pueden incluir la 
formación de RNA bicatenario. Las células pueden reconocer los 
dsRNA como “indeseables” porque estas moléculas no se produ- 
cen mediante las actividades genéticas normales de la célula. 

La figura 11-384 muestra los pasos implicados en la vía de 
RNAi. El RNA bicatenario que inicia la respuesta primero se 
divide en pequeños fragmentos bicatenarios (21 a 23 nucleó- 
tidos), llamados RNA de interferencia pequeño (siRNA), por 
acción de un tipo particular de ribonucleasa llamada Dicer. Las 
enzimas de la clase a la que pertenece Dicer actúan de manera 
específica en sustratos dsRNA y generan pequeños dsRNA que 
tienen fragmentos 3' sobresalientes, como se muestra en la figu- 
ra 11-384. Estos pequeños dsRNA se cargan luego en un com- 
plejo (identificado como un pre-RISC en la figura 11-384) que 
contiene un miembro de la familia Argonauta de proteínas. Las 
proteínas Argonauta tienen una función clave en todas las vías de 
desactivación de RNA. En la vía de RNA, una de las cadenas del 
RNA doble (llamada cadena pasajero) se divide en dos y luego se 
disocia del pre-RISC. La otra cadena del RNA doble (llamada 
cadena guía) se incorpora, junto con su pareja Argonauta, en un 
complejo proteínico relacionado llamado RISC. Se han identifi- 
cado algunas variedades diferentes de RISC, se distinguen por 
la proteína Argonauta particular que contienen. En las células 
animales, los RISC que contienen siRNA casi siempre incluyen 
la proteína Argonauta Ago2. El RISC aporta la maquinaria para 
que el diminuto siRNA de cadena sencilla se una con un RNA que 
tiene secuencia complementaria. Una vez unido, el RNA en 
cuestión se divide en un sitio específico por la acción de ribo- 
nucleasa de la proteína Ago2. Por tanto, el siRNA actúa como 
guía para dirigir al complejo hacia el RNA complementario, que 
luego se destruye por una proteína compañera. Cada siRNA 
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FIGURA 11-38 Formación y mecanismo de acción de los siRNA y 


miRNA. (a) En el paso 1, la endonucleasa Dicer corta ambas cadenas de 
un RNA bicatenario para formar un siRNA pequeño (21 a 23 nucleóti- 
dos) que tiene extremos salientes (paso 2). En el paso 3, el siRNA se re- 
laciona con un complejo proteínico, un pre-RISC, que contiene una pro- 
teína Argonauta (casi siempre Ago2) capaz de dividir y retirar la cadena 
pasajera del diRNA doble. En el paso 4, el RNA guía de cadena sencilla, 
junto con proteínas del complejo RISC, se une con un RNA blanco que 
tiene secuencia complementaria. El RNA blanco podría ser un RNA 
viral, un transcrito de un transposón o un mRNA, según las circuns- 
tancias. En el paso 5, el RNA blanco se divide en un sitio específico por 
efecto de la proteína Argonauta y luego se degrada. (9) Los microRNA 
provienen de RNA precursores monocatenarios con secuencias comple- 
mentarias, lo que les permite plegarse sobre sí mismos para formar un 
RNA bicatenario con un tallo-asa en un extremo (paso a). Este seudo- 
dsRNA (o pri-miRNA) se divide cerca de su asa terminal por acción de 
un complejo proteínico que contiene una endonucleasa llamada Drosha 
para generar un pre-miRNA con un extremo 3' colgante de un lado. El 


puede orquestar la destrucción de muchas copias del RNA en 
cuestión, el cual puede ser un transcrito viral; un RNA transcrito 
de un transposón o un retrotransposón, o un mRNA estudiado 
por un investigador, como se describe al principio de esta sección. 
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pre-miRNA se exporta al citoplasma, donde es dividido por acción de 
Dicer en un miRNA doble pequeño (paso 2) que tiene un 3' colgante 
en ambos extremos. El RNA bicatenario se relaciona con un complejo 
proteínico que contiene una proteína Argonauta (casi siempre Ago1), lo 
que conduce a la separación de la cadenas y el retiro de la cadena pasajera 
(llamada miRNA”). Luego, el miRNA de cadena sencilla se une con una 
región complementaria en un mRNA (paso 4) e inhibe la traducción 
del mensaje, como se muestra en el paso 5 (o como alternativa, condu- 
ce a la desestabilización y degradación del mRNA, como se explica en 
la sección 12.6). A diferencia de los siRNA, los miRNA que inhiben la 
traducción sólo son parcialmente complementarios con el mRNA 
blanco, de ahí el abultamiento. La mayoría de los miRNA vegetales y 
unos cuantos miRNA animales tienen una secuencia complementaria 
exacta (o casi exacta) con el mRNA; en estos casos, el resultado de la 
interacción tiende a ser la división del mRNA de la misma manera que 
se muestra en 4. (También puede señalarse que cierta clase de miRNA 
proveniente de intrones no forma pri-miRNA en horquilla largos y no 
requiere Drosha para su procesamiento.) 


La interferencia del ácido ribonucleico se ha estudia- 
do mucho en plantas y en nematodos. De hecho, en general 
se acepta que los vertebrados no utilizan RNAi como defen- 
sa contra virus, sino que dependen de un sistema inmunitario 


bien desarrollado.’ En realidad, cuando se agrega dsRNA a cé- 
lulas de mamífero que crecen en cultivo o se inyecta al cuerpo de 
un mamífero, en lugar de detener la traducción de una proteína 
específica, casi siempre inicia una respuesta global que inhibe la 
síntesis de proteínas en general. Se cree que este paro general en 
la síntesis de proteínas (explicado en la sección 17.1) evolucionó 
como un medio para proteger a las células contra la infección 
viral. Para evitar esta respuesta global a gran escala, los investiga- 
dores optaron por el uso de dsRNA muy pequeños. Descubrieron 
que la introducción de dsRNA sintéticos de 21 nucleótidos de 


¿Los mamíferos tienen todos los componentes necesarios para generar siRNA. 
Estudios recientes indicaron que los siRNA (o endo-siRNA, como los llamaron) 
se producen en los oocitos de los mamíferos, en parte como mecanismo de 
defensa contra el movimiento de elementos transponibles en la línea de las 
células germinales femeninas. Todavía no se determina si los endo-siRNA tienen 
o no una función más amplia en la biología de los mamíferos. (Véase Nature 


Revs. Mol. Cell Biol. 9:673, 2008 y 10:135, 2009, y Mol. Cell 31:309, 2008.) 


Los científicos médicos buscan de manera constante “balas mágicas”, 
compuestos terapéuticos que combatan una enfermedad particular de 
una manera muy específica sin efectos secundarios tóxicos. Pueden 
considerarse dos tipos principales de enfermedades: infecciones vi- 
rales y cáncer, que se convirtieron en blancos para un nuevo tipo de 
“bala mágica” molecular. Los virus son capaces de destruir una célula 
infectada porque sintetizan mRNA que codifican proteínas virales, las 
cuales alteran las actividades celulares. La mayor parte de las células 
que se transforma en cancerosas contiene mutaciones en ciertos genes 
(llamados oncogenes), lo que hace que estas células produzcan mRNA 
mutantes que se traducen en versiones anormales de proteínas celulares. 
Considérese qué sucedería si un paciente con una de estas enfermedades 
pudiera tratarse con un fármaco que destruyera o inhibiera los mRNA 
específicos transcritos a partir del genoma viral o el gen mutante can- 
cerígeno, pero que al mismo tiempo ignorara a todos los demás mRNA 
de la célula. En años recientes se han desarrollado varias estrategias que 
persiguen esta meta; la más reciente aprovecha el fenómeno de la inter- 
ferencia de RNA. 

Como se explicó antes, las células de mamíferos pueden someterse 
a RNAi, un proceso que lleva a la degradación de un mRNA específi- 
co, mediante la introducción a las células de un siRNA bicatenario en 
el que una cadena es complementaria al mRNA blanco. Cuando las 
células se incuban con un siRNA sintético de 21 a 23 nucleótidos, 
las células captan estas moléculas y las incorporan en un complejo de 
ribonucleoproteína separador del mRNA (como en la figura 11-384) 
que ataca al mRNA complementario. Como alternativa, la RNAi puede 
inducirse en las células de mamíferos con modificaciones genéticas para 
portar un gen con repeticiones invertidas. Cuando se transcribe el gen, 
el RNA producido se pliega sobre sí mismo para formar un siRNA 
precursor en forma de horquilla (o sea, con doble cadena; parecido al 
de la figura 11-385) que se procesa hasta un siRNA activo. Es probable 
que el uso de siRNA sintéticos tenga un efecto transitorio, el cual puede 
o no ser beneficioso, según el trastorno que se trate. En cambio, el uso 
de vectores virales tiene la capacidad para inducir un efecto terapéutico 
duradero con una sola aplicación. Sin embargo, al mismo tiempo el uso 
de virus genera otros problemas de seguridad. 
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largo (tamaño equivalente al siRNA producido como interme- 
diario durante la interferencia del RNA en otros organismos) 
a las células de mamíferos no desencadena la inhibición global 
de la síntesis proteínica. Además, estos dsRNA fueron capaces de 
producir interferencia del RNA; o sea, bloquearon la síntesis 
de la proteína específica codificada por un mRNA que tenía una 
secuencia de nucleótidos concordante. Las proteínas codificadas 
por otros mRNA no se afectaron. Esta técnica se ha convertido 
en una estrategia experimental importante para aprender más so- 
bre la función de genes específicos. Es posible tan sólo eliminar 
la actividad del gen específico en cuestión con el uso de dsRNA 
para destruir los mRNA transcritos y buscar cualquier alteración 
celular que se produzca por la deficiencia de la proteína codifica- 
da (figs. 8-8 y 18-51). Se han formado bibliotecas con miles de 
siRNA para su uso en experimentos encaminados a determinar 
las actividades de muchos genes en un solo estudio. La importan- 
cia clínica potencial de la RNAi se analiza en la sección Perspec- 
tiva humana de este capítulo. 


PERSPECTIVA HUMANA 


Aplicaciones clínicas de la interferencia de RNA 


Como ocurre con todas las tecnologías farmacológicas potenciales, 
las primeras etapas en el desarrollo del tratamiento con RNAi incluyó 
estudios preclínicos en los que los siRNA se probaron en células de 
pacientes enfermos o en modelos animales (o sea, animales con enfer- 
medades inducidas que semejan a las que afligen a los seres humanos). 
Muchos de estos estudios preclínicos sugirieron que la RNAi parece 
muy prometedora para el tratamiento de una gran variedad de enferme- 
dades e infecciones virales. Pueden considerarse unos cuantos ejemplos. 
Como se indicó antes, las células cancerosas casi siempre tienen uno 
o más genes mutados que codifican proteínas anormales causantes de 
generar el fenotipo canceroso. Por ejemplo, un tipo de leucemia se debe 
a un gen, llamado BCR-ABL, que se forma por la fusión de dos genes 
normales. Un siRNA contra el mRNA producido por el gen de fusión 
BCR-ABL fue capaz de convertir las células malignas al fenotipo nor- 
mal en cultivo. De igual manera, un siRNA contra un gen que porta una 
expansión de CAG del tipo que causa la enfermedad de Huntington 
(pág. 396) bloquea la producción de la proteína anormal. 

Muchos estudios preclínicos que prueban el valor de los siRNA se 
han enfocado en la infección viral. La administración de siRNA com- 
plementarios a las secuencias virales de la influenza, VIH o hepatitis ha 
prevenido o eliminado infecciones por estos patógenos en animales de 
laboratorio. En el caso del sida, se espera que sea posible aislar células 
primordiales del paciente y transfectarlas con un vector portador de un 
siRNA dirigido contra un mRNA codificado por VIH para luego infun- 
dirlas de nuevo a la sangre del paciente. Estas células tienen la capacidad 
de producir el siRNA en forma más o menos continua, lo que hace que 
las células y sus descendientes sean resistentes a la destrucción por el vi- 
rus. Sin embargo, hay obstáculos para usar la RNAi en el tratamiento de 
infecciones virales. El rasgo distintivo de la RNAi es su extraordinaria 
especificidad de secuencia, lo cual puede ser tanto virtud como limita- 
ción. Al final, es posible que la RNAi sea ineficaz contra los virus porque 
estos patógenos tienden a mutar con rapidez. Las mutaciones producen 
cambios en la secuencia genómica, lo que conduce a la formación de 
mRNA que ya no es complementario al siRNA terapéutico. 

Aunque apenas hace poco más de 10 años que apareció la RNAi 
como un fenómeno oscuro en plantas y gusanos (pág. 449), ahora la 
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tecnología de siRNA es la base de una lista de estudios clínicos que 
crece con rapidez. La primera prueba de RNAi terapéutica en pacien- 
tes humanos se hizo contra una forma de degeneración macular que 
se debe al crecimiento excesivo de vasos sanguíneos detrás de la retina 
de pacientes ancianos, lo que causa pérdida visual progresiva. El creci- 
miento excesivo de estos vasos sanguíneos se fomenta por la producción 
de un factor de crecimiento, VEGF, que ejerce su efecto al unirse con 
el receptor VEGFR1 en la superficie celular. Cuando se inyectaron 
si RNA dirigidos contra mRNA que codifican el VEGF (o VEGFR1) 
directamente en los ojos de los pacientes con esta enfermedad, el efecto 
beneficioso fue sustancial; el deterioro visual casi se detuvo y el tras- 
torno pareció estabilizarse.* Dado el éxito de estos estudios iniciales, 
este mismo siRNA (llamado bevasiranib) se prueba ahora en pacientes 
con deterioro retiniano como complicación de la diabetes. Se inició otra 
serie de estudios clínicos enfocados en un virus respiratorio, RSV (virus 
sincitial respiratorio), que es causa frecuente de hospitalización en lac- 
tantes. En estos estudios, los sujetos adultos inhalan un aerosol que con- 
tiene un siRNA (llamado ALN-RSVO01) dirigido contra los mRNA que 
codifican una proteína viral clave. Este tratamiento en aerosol ha sido 
muy eficaz para combatir estas infecciones respiratorias en animales de 
laboratorio. Los estudios clínicos con siRNA dirigidos al tratamiento 
del colesterol sanguíneo elevado, ciertos cánceres, hepatitis, gripe pan- 
démica y otras enfermedades están en fase de planificación o en proceso. 

Las dos enfermedades mencionadas antes, la degeneración macu- 
lar relacionada con la edad y la infección respiratoria por RSV, pueden 
tratarse con la aplicación local de RNAi terapéutica. Como con otros 
tipos de terapia génica, un obstáculo importante para el uso de RNAi 
en el tratamiento de la mayor parte de las enfermedades o infecciones 
es la dificultad para aplicar los siRNA (o los vectores virales que codi- 
fican los precursores de siRNA en horquilla) a los tejidos afectados en 
la profundidad del cuerpo. En un intento por resolver esta dificultad, 
se desarrolló una gran variedad de nanopartículas que 1) se unen con 
los siRNA o los encapsulan y 2) dirigen a los siRNA al tejido u órga- 
no apropiado después de su inyección a la corriente sanguínea. Puede 
hacerse una breve consideración de dos ejemplos representativos de es- 
tudios que utilizan estrategias de dirección específica. En un informe, 
se construyeron nanopartículas parecidas a liposomas para contener un 
anticuerpo que se une con la subunidad B, de la integrina en la superfi- 
cie de un subgrupo específico de leucocitos conocidos por participar en 
la inflamación del tubo digestivo. Estas nanopartículas también se cons- 
truyeron con un siRNA dirigido contra el mRNA que codifica la ciclina 


“Hay un informe que sugiere que los efectos beneficiosos de este compuesto 

no son resultado de la inhibición directa por el siRNA de la síntesis de VEGF, 
sino un efecto indirecto en el crecimiento de los vasos sanguíneos por la 
estimulación de una proteína llamada TLR3, que es un receptor del sistema 
inmunitario innato (sección 17.1). Este aspecto debe resolverse para permitir la 
interpretación completa de tales resultados. También existe preocupación, basada 
en los estudios con ratones, de que el tratamiento de pacientes con dosis altas 

de siRNA (o vectores que contienen genes para precursores de siRNA) podría 
sobrecargar la maquinaria productora de RNAi. A su vez, esto podría conducir 


a la disminución de la síntesis de miRNA, cuya producción requiere la misma 
maquinaria; esto podría tener efectos secundarios negativos. 


Micro-RNA: pequeños RNA 
que regulan la expresión génica 


Para 1993 se sabía que los embriones de C. elegans que carecen 
del gen /in-4 eran incapaces de convertirse en larvas normales en 
etapa avanzada. En ese año Victor Ambros, Gary Ruvkun et al., 
de la Harvard University informaron que el gen /in-4 codifica un 
RNA pequeño que es complementario a algunos segmentos en 
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FIGURA 1 Los efectos de siRNA en el epitelio intestinal de ratones 
con enfermedad inflamatoria inducida. (2) Apariencia histológica de 
un corte en el intestino de un ratón normal. (5) Apariencia del intestino 
de un ratón con colitis inflamatoria, pero sin tratamiento con siRNA 
dirigido contra B. (c) Apariencia del intestino de un ratón que se había 
tratado con un siRNA dirigido a B, y diseñado contra un mRNA que 
codifica la ciclina D1. El siRNA se enfocó en los leucocitos promotores 
de la inflamación y produjo una reducción drástica en el daño al tejido 
intestinal. (Tomaba DE Dan PEER ET AL., POR CORTESÍA DE MoToMU 
SHIMAOKA, SCIENCE 319:630, 2008; O corYrIGHT 2008, AMERICAN 
ASSOCIATION FOR THE ÁDVANCEMENT OF SCIENCE.) 


D1, una molécula reguladora participante en la proliferación de estos 
leucocitos. Luego, estas nanopartículas portadoras de siRNA se inyec- 
taron a la corriente sanguínea de ratones en los que se había inducido 
inflamación. Los resultados del experimento se muestran en la figura 1; 
el anticuerpo contra B, dirigió con éxito al agente terapéutico al sitio de 
la inflamación, y la inhibición de la síntesis de ciclina D1 por el siRNA 
produjo una inversión drástica del trastorno. Este estudio demuestra el 
potencial para el tratamiento de la enteropatía inflamatoria grave con 
siRNA, como la colitis y la enfermedad de Crohn, que en la actualidad 
se tratan con fármacos que pueden tener efectos secundarios debilitan- 
tes. En otro informe, los investigadores dirigieron con éxito un virus 
(JEV, virus de la encefalitis japonesa) que infecta los cerebros de ratones 
y produce encefalitis. De todos los órganos del cuerpo, el cerebro es el de 
acceso más difícil, ya que incluso fármacos con bajo peso molecular son 
incapaces de penetrar la barrera hematoencefálica (pág. 256). En este 
estudio, un siRNA dirigido contra el virus de la encefalitis se vinculó 
con un pequeño fragmento de una proteína de la envoltura del virus 
de la rabia, un patógeno que infecta al cerebro. En el virus de la rabia 
intacto, esta envoltura proteínica parece promover el acceso al cerebro 
mediante su unión con los receptores para acetilcolina en las superficies 
de las células nerviosas, células que recubren los capilares sanguíneos o 
ambas. En este estudio, el complejo siRNA-proteína se administró por 
vía intravenosa a ratones que también se habían infectado con el virus de 
encefalitis. El siRNA entró al cerebro, lo que produjo la supervivencia 
del 80% de los ratones tratados. Ninguno de los animales sin tratamien- 
to sobrevivió a la infección. 

Los estudios descritos sólo son los pasos iniciales en un largo tra- 
yecto de investigación, pero sugieren que algún día la interferencia del 
RNA se convertirá en una estrategia terapéutica valiosa contra diversos 
trastornos. 


la región 3' no traducida de un mRNA específico que codifica la 
proteína LIN-14. Propusieron que, durante el desarrollo larvario, 
el RNA pequeño se une al mRNA complementario y bloquea la 
traducción del mensaje, lo cual activa una transición a la siguien- 
te etapa del desarrollo. Los mutantes incapaces de producir el 
pequeño RNA /in-4 poseen una concentración anormalmente 
alta de la proteína LIN-14 y no pueden experimentar de ma- 
nera normal la transición a etapas larvarias posteriores. Éste fue 
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el primer ejemplo claro de desactivación de RNA en la expre- 
sión génica, pero pasaron varios años antes de que se valorara 
la importancia generalizada de tales descubrimientos. En el año 
2000 se encontró que uno de estos RNA pequeños del gusano, 
(especies de 21 nucleótidos llamados /et-7), poseen un elevado 
grado de conservación a través de la evolución. Por ejemplo, los 
seres humanos codifican varios RNA que son idénticos o muy 
parecidos a los let-7. Tal observación motivó un gran interés por 
estos RNA. 

En años recientes se evidenció que las plantas y los anima- 
les producen cientos de pequeños RNA llamados micro-RNA 
(miRNA) que, en virtud de su tamaño pequeño, habían pasado 
inadvertidos por muchas décadas. Igual que se descubrió origi- 
nalmente en nematodos, los miRNA específicos como lin-4 y 
let-7 se sintetizan sólo en ciertos periodos durante el desarrollo, 
o en algunos tejidos de una planta o animal, y se piensa que tie- 
nen una función reguladora. En la figura 11-39 se muestra un 
ejemplo de expresión selectiva de miRNA específicos durante 
el desarrollo del pez cebra. El tamaño de los miRNA, que oscila 
entre 21 y 24 nucleótidos de longitud, los coloca en el mismo 
intervalo de tamaño de los siRNA implicados en la RNAi. Esta 
observación es más que una coincidencia, ya que los miRNA se 
producen por una maquinaria de procesamiento similar a la en- 
cargada de formar los siRNA. Los miRNA y siRNA podrían 
considerarse “primos”, ya que ambos actúan en las vías de des- 
activación del RNA posterior a la transcripción. Sin embargo, 
hay diferencias importantes. Un siRNA proviene del producto 
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FIGURA 11-39 Los microRNA se sintetizan en tejidos específicos du- 


rante el desarrollo embrionario. Estas micrografías de embriones de 
pez cebra muestran la expresión específica de tres miRNA diferentes 
cuya localización está indicada por la tinción azul. miR-124a se expre- 
sa específicamente en el sistema nervioso (a), miR-206 en el músculo 
esquelético (4) y miR-122 en el hígado (c). (Tomana DE Erno Wien- 
HOLDS, WIGARD KLOOSTERMAN, ET AL., SCIENCE 309:311, 2005, cor- 
TESÍA DE RonaLD H. A. PLASTERK; O COPYRIGHT 2005, AMERICAN 
ASSOCIATION FOR THE ÁDVANCEMENT OF SCIENCE.) 


bicatenario de un virus o elemento transponible (o un dsRNA 
aportado por el investigador) y se dirige a los mismos transcritos 
de los que se originó. En cambio, un miRNA se codifica por 
un segmento convencional del genoma y se dirige a un mRNA 
específico como parte de un programa celular normal. En otras 
palabras, los siRNA sirven sobre todo para mantener la integri- 
dad del genoma, mientras que los miRNA sirven principalmente 
para regular la expresión génica. 

En la figura 11-384 se muestra la vía para la síntesis de un 
miRNA típico. El miRNA se sintetiza por acción de la RNA po- 
limerasa II como un transcrito primario con un capuchón 5' y cola 
poli(A). Este transcrito primario se pliega sobre sí mismo para 
formar un RNA largo, bicatenario con forma de horquilla llama- 
do pri-miRNA. El pri-miRNA se divide dentro del núcleo por 
acción de una enzima llamada Drosha, lo que forma un precur- 
sor más corto, bicatenario en forma de horquilla (o pre-miRNA) 
como se muestra en el paso 1 de la figura 11-382. El pre- 
miRNA se exporta al citoplasma, donde da origen al pequeño 
miRNA bicatenario. El miRNA se extrae del pre-miRNA por 
efecto de Dicer, la misma ribonucleasa que forma los siRNA. 
Como ocurre con los siRNA, el miRNA bicatenario se relaciona 
con una proteína Argonauta en cuya compañía se desensambla 
el RNA doble y una de las cadenas se incorpora en un complejo 
RISC, como se muestra en la figura 11-380. 

Un miRNA típico es parcialmente complementario con 
una región del 3'UTR del mRNA en cuestión (como en la figura 
11-385) y actúa como inhibidor de la traducción, tal como los 
que se descubrieron en un principio en los nematodos. En estos 
casos, el pareamiento de bases implica seis o siete nucleótidos cer- 
ca del extremo 5' del miRNA (casi siempre los nucleótidos 2-8 
del miRNA), lo que se conoce como región “semilla”, además de 
algunos pares de bases adicionales en otro punto del miRNA. 
El mecanismo de la inhibición de la traducción por miRNA se 
explica en la sección 12.6. Sin embargo, algunos miRNA sobre 
todo los que se encuentran en las plantas, dirigen la división del 
RNA unido, en lugar de inhibir su traducción. Los micro-RNA 
que dirigen la división del mRNA tienden a ser complementa- 
rios a su mRNA blanco. 

Uno de los desafíos en el estudio de los miRNA es la dificul- 
tad para identificar los genes que codifican estos transcritos di- 
minutos. De hecho, la mayor parte de los genes potenciales para 
miRNA al principio se identificaron por análisis computarizado 
de las secuencias del DNA genómico, aunque se identifican cada 
vez más mediante la clonación directa y experimentos de secuen- 
ciación. Los cálculos recientes sugieren que los seres humanos 
podrían codificar mil especies distintas de miRNA. Casi un ter- 
cio de los mRNA humanos contienen secuencias complementa- 
rias a los miRNA probables, lo que es un indicio sobre el grado 
en el que estos pequeños RNA reguladores podrían participar 
en el control de la expresión génica en organismos superiores. 
Un solo miRNA puede unirse con docenas, incluso cientos, de 
mRNA distintos. Por el contrario, muchos mRNA contienen se- 
cuencias complementarias para varios miRNA diferentes, lo que 
sugiere que estos miRNA pueden actuar en varias combinacio- 
nes para lograr el “ajuste fino” del nivel de expresión génica. Esta 
predicción se respalda con experimentos en los que se obliga a 
las células a captar y expresar genes de miRNA específicos. En 
estas condiciones, se afecta a muchos mRNA de las células mo- 
dificadas por ingeniería genética. Cuando se introducen genes 
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diferentes de miRNA en estas células, se regulan en descenso 
distintos grupos de mRNA, lo que indica que el efecto tiene 
especificidad por secuencias. Puede señalarse que este tipo de 
ajuste fino del nivel de expresión del mRNA por los miRNA 
difiere mucho con los efectos mucho más drásticos de ciertos 
miRNA, como /in-4, que disminuye la expresión de un mRNA 
hasta el punto que activa un cambio mayor en el transcurso del 
desarrollo (pág. 452). 

Los micro-RNA se han implicado en muchos procesos, in- 
cluso la generación de un patrón para el sistema nervioso central; 
control de la proliferación y muerte celulares; desarrollo de hojas 
y flores en las plantas, y diferenciación de varios tipos celulares 
(sección 12.6). Las funciones de los miRNA en el desarrollo de 
cáncer se exploran al final de la sección 16.3. La separación 
de las funciones de los miRNA individuales durante el desarro- 
llo de los mamíferos y la homeostasis de los tejidos promete ser 
un tema de investigación en el próximo decenio. 


piRNA: una clase de pequeños RNA 
que funcionan en las células germinales 


En el capítulo 10 se explicó que el movimiento de los elementos 
transponibles representa una amenaza para el genoma porque 
puede interrumpir la actividad de un gen donde se inserta el ele- 
mento. Si este tipo de salto genómico ocurriera durante la vida 
de una célula adulta del hígado o riñón, es probable que las con- 
secuencias fueran mínimas, ya que el fenómeno de transposición 
afecta sólo a esa célula particular y sus hijas (si la célula somática 
todavía es capaz de dividirse). Sin embargo, si el fenómeno de 
transposición ocurre en una célula germinal, o sea una célula con 
la capacidad para generar gametos, puede afectar a todas las cé- 
lulas de un individuo de la siguiente generación. Por lo tanto, no 
es sorprendente que se hayan desarrollado mecanismos especia- 
lizados para suprimir el movimiento de elementos transponibles 
en las células germinales. 

En la página 449 se señaló que una de las funciones apa- 
rentes de los siRNA es prevenir el movimiento de elementos 
transponibles. Estudios recientes indican que las células ger- 
minales de los animales expresan una clase distinta de RNA 
pequeños llamados RNA piwi interactivos (piRNA) que su- 
primen el movimiento de elementos transponibles en la línea 
germinal. Los piRNA obtienen su nombre de las proteínas con 
las que se relacionan. Estas proteínas se llaman PIWI y son una 
subclase de la familia Argonauta, la misma familia de proteínas 
que se relaciona con los siRNA y los miRNA como parte de sus 
complejos RISC. Las funciones de las proteínas PIWI se han 
estudiado mejor en la mosca de la fruta, en la que la deleción de 
estas proteínas causa defectos en la supresión del movimiento 
de transposones en las células germinales y al final, conduce a 
la falla en la formación de gametos. Los piRNA y sus proteínas 
PIWI relacionadas también son necesarias para la formación 
exitosa de gametos en mamíferos, pero sus funciones no se co- 
nocen bien. 

Existen varias diferencias importantes entre los piRNA y 
los si/miRNA: 1) los piRNA son más largos que estos otros 
RNA pequeños, miden 24 a 32 nucleótidos de largo; 2) la ma- 
yor parte de los piRNA de los mamíferos pueden rastrearse a 
un pequeño número de loci genómicos enormes, algunos de los 
cuales codifican miles de piRNA diferentes, y 3) la formación 


de piRNA no implica la formación de precursores dsRNA ni 
la división por efecto de la ribonucleasa Dicer. En lugar de eso, 
parece que la formación de piRNA depende de la actividad en- 
donucleasa de la proteína PIWI que actúa en un transcrito pri- 
mario largo de cadena sencilla. Todavía se desconoce el meca- 
nismo por el cual los piRNA actúan para desactivar la expresión 


del RNA. 


Otros RNA no codificadores 


Conforme ha madurado el campo de la biología celular y mole- 
cular, se ha aprendido poco a poco a apreciar la notable diversidad 
estructural y funcional de las moléculas de RNA. En los decenios 
pasados se han descrito muchos tipos nuevos de RNA, como se 
describe en las páginas previas. No obstante, los investigadores 
no estaban preparados para una ráfaga de hallazgos recientes, 
los cuales indican que en condiciones normales se transcriben a/ 
menos dos tercios del genoma de un ratón o un humano, mucho 
más de lo que se esperaba con base en el número de secuencias 
“significativas” de DNA que se pensaba había. En realidad, la 
mayoría de las secuencias incluidas en este DNA transcrito se 
considera “basura”, incluidas grandes cantidades de elementos 
transponibles que constituyen una fracción considerable de los 
genomas de los mamíferos (pág. 404). Algunos estudios generan 
la interrogante de si existe alguna diferencia básica entre un gen 
y una región intergénica; informan que la transcripción puede 
comenzar en todos los tipos de sitios inesperados en el genoma y 
que los transcritos se superponen mucho entre sí. Otros estudios 
revelan que las células a menudo transcriben ambas cadenas de 
un elemento de DNA, con lo que se produce un RNA codificante y 
un RNA no codificante. También se informa que pueden sinteti- 
zarse moléculas de RNA no codificante por acción de las polime- 
rasas que al principio se habían unido con el promotor de un gen 
codificador de proteína y luego se movieron en dirección 5' a ese 
sitio sobre la cadena opuesta del cromosoma, o sea en sentido con- 
trario al de las moléculas de polimerasa que transcriben el gen. 
Tal como el DNA de una célula u organismo constituye su 
genoma y las proteínas que sintetiza constituyen su proteoma, 
los RNA que sintetiza una célula u organismo constituyen su 
transcriptoma. ¿Por qué el transcriptoma de un mamífero es 
tan grande? En otras palabras, ¿por qué una célula transcribe 
todos estos tipos diversos de secuencias de DNA? No es posible 
responder esta pregunta básica. Según un punto de vista, gran 
parte de esta actividad de transcripción tan extendida es sólo 
“ruido de fondo” que acompaña al complejo proceso de la ex- 
presión génica. Los que proponen este punto de vista citan los 
resultados de estudios en ratones en los que se eliminaron blo- 
ques de genoma que carecían de genes codificadores de proteí- 
nas. En estos estudios se observó que es posible el desarrollo de 
ratones sanos, aunque no puedan sintetizar los RNA no codi- 
ficadores (ncRNA) que se producirían en condiciones normales 
a partir de las secuencias de DNA eliminadas. Según un punto 
de vista opuesto, gran parte del RNA no codificador que se pro- 
duce participa en actividades reguladoras diversas que aún no 
se identifican. Los que respaldan esta postura citan resultados 
que sugieren que dicha transcripción penetrante no es aleatoria; 
muchos de los transcritos no codificadores presentan patrones 
distintivos y reproducibles de distribución en tejidos específicos, 
y su origen puede rastrearse hasta loci específicos en el genoma. 


Hay que tener presente que sólo se conocen los siRNA, miRNA 
y piRNA desde hace cerca de 10 años y es probable que falte 
por detectar otros tipos de pequeños ncRNA. También se han 
identificado varios ncRNA largos (p. ej., XIST y AIRE, cuyas 
funciones se explican en capítulos ulteriores) y es probable que 
éstos sean la punta del iceberg. Incluso es posible que la mayor 
parte del producto de la transcripción del genoma de los mamí- 
feros contenga la clave para explicar por qué los seres humanos 
tienen un número parecido de genes que los organismos consi- 
derados como mucho menos complejos (fig. 10-27). Sin impor- 
tar la explicación real, hay un punto claro: todavía es mucho lo 
que se desconoce sobre las múltiples funciones de los RNA en 
las células eucariotas. 


1. ¿Qué son los siRNA, miRNA y piRNA? ¿Cómo se 
forma cada uno de ellos en la célula? ¿Cuáles son sus 
funciones propuestas? 


r r 


11.6 CODIFICACIÓN DE LA INFORMACIÓN 
GENÉTICA 


Una vez que la estructura del DNA se reveló en 1953, resultó 
evidente que la secuencia de nucleótidos en el DNA de un gen 
especificaba la secuencia aminoacídica en un polipéptido. Parecía 
improbable que el DNA sirviera como un plantilla física directa 
para el ensamble de una proteína. De hecho, se asumió que la 
información almacenada en la secuencia nucleotídica estaba pre- 
sente en algún tipo de código genético. Con el descubrimiento 
del mRNA como intermediario en el flujo de información del 
DNA a una proteína, la atención se enfocó en la manera en la 
cual una secuencia escrita en “alfabeto” de ribonucleótidos podía 
codificar a una secuencia en un “alfabeto” integrado por amino- 
ácidos. 


Propiedades del código genético 


El físico George Gamow presentó uno de los primeros modelos 
del código genético al proponer que tres nucleótidos secuen- 
ciales codificaban cada aminoácido en un polipéptido. En otras 
palabras, las palabras del código, o codones, para los aminoáci- 
dos eran tripletes de nucleótidos. Gamow llegó a esta conclu- 


Secuencia de bases 


Secuencia original 
.. AGCATCG TE 


Código superpuesto 


Secuencia después 
de la sustitución de 
una sola base 

... AGAATCG... 


Código superpuesto 
. . ., AGA GAA AAT ATC TCG... . .., AGA ATC 


FIGURA 11-40 Diferencias entre un código genético superpuesto y 
uno no superpuesto. El efecto en el contenido de la información de un 


. - -, AGC GCA CAT ATC TCG... 
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sión con un poco de lógica. Él razonó que al menos se requerían 
tres nucleótidos para cada codón único. Considérese el número 
de palabras que puede articularse con un alfabeto que contiene 
cuatro letras correspondientes a las cuatro bases posibles que 
pueden estar presentes en un sitio en particular en el DNA (o 
mRNA). Hay cuatro posibles palabras de una letra, 16 (4?) po- 
sibles palabras de dos letras y 64 (4%) palabras posibles de tres 
letras. Como existen 20 diferentes aminoácidos (palabras) que 
deben codificarse, los codones deben contener al menos tres nu- 
cleótidos sucesivos (letras). Francis Crick, Sydney Brenner et 
al. de la Cambridge University verificaron con rapidez la natu- 
raleza de los tripletes del código en diferentes experimentos 
genéticos.! 

Además de proponer que el código era un triplete, Gamow 
sugirió que estaba superpuesto. Aunque esta suposición era inco- 
rrecta, propició una importante pregunta concerniente al código 
genético. Considérese la siguiente secuencia de nucleótidos: 


—AGCAUCGCAUCGA— 


Si el código estuviera superpuesto, entonces el ribosoma debería 
mover a lo largo del mRNA un nucleótido a la vez y reconocer 
un nuevo codón con cada movimiento. En la secuencia prece- 
dente, AGC debe codificar un aminoácido, GCA el próximo 
aminoácido, CAU el próximo y así en adelante. En cambio, si 
el código no estuviera superpuesto, cada nucleótido a lo largo del 
mRNA debería ser parte de un codón, y sólo de uno. En la se- 
cuencia precedente, AGC, AUC y GCA deberían codificar a 
aminoácidos sucesivos. 

Una conclusión de la naturaleza superpuesta o no del códi- 
go genético se infirió a partir de estudios de proteínas mutantes, 
como la hemoglobina mutante causante de la drepanocitosis. En 
esta anormalidad, como en otros casos estudiados, se encontró 
que la proteína mutante contenía una sustitución de un solo 
aminoácido. Si el código está superpuesto, un cambio de un par 
de bases en el DNA debería afectar a tres codones consecutivos 
(fig. 11-40) y, de esta forma, tres aminoácidos consecutivos en el 
polipéptido correspondiente. Sin embargo, si el código no está 
superpuesto y cada nucleótido es parte sólo de un codón, sería de 
esperarse el reemplazo de un solo aminoácido. Este y otros datos 
indicaron que el código no está superpuesto. 


*Quien desee leer un breve artículo que expresa con entusiasmo la fuerza 
inductiva y elegancia de los estudios seminales en genética molecular, puede 
encontrar estos experimentos sobre el código genético en la revista Nature 


192:1227, 1961. 


Codones 


Código no superpuesto 
AG CIA UIC 


Código no superpuesto 


mRNA por una sola sustitución de bases depende de si el código está 
superpuesto o no. Los codones afectados están subrayados en rojo. 
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Debido a que un código basado en tripletes puede codificar 
a 64 diferentes aminoácidos, y a que en realidad existen sólo 20 
aminoácidos para codificarse, surgió la pregunta sobre la función 
de los 44 tripletes adicionales. Si cualquiera o todos los otros 
44 tripletes codifican aminoácidos, entonces más de un codón 
codifica a algunos de los aminoácidos. Un código de este tipo se 
dice que es degenerado. Como se descubrió, el código se encuen- 
tra con degeneración, en casi todos los 64 codones posibles que 
codifican a aminoácidos. Se trata de los que no tienen una fun- 
ción especial de “puntuación” (tres de los 64), se reconocen por 
el ribosoma como codones de terminación y detienen la lectura 
del mensaje. 

Francis Crick predijo de manera original la degeneración 
del código en una teoría al considerar el gran espectro de la com- 
posición de bases entre DNA de varias bacterias. Por ejemplo, se 
encontró que el contenido de G + C puede tener los límites de 
20 a 74% del genoma, aunque la composición de aminoácidos 
de las proteínas de estos organismos mostró poca variación. Esto 
sugiere que los mismos aminoácidos los codificaron diferentes 
secuencias de bases, lo cual llevó a suponer que el código se había 
degenerado. 


La identificación de los codones En 1961 ya se conocían 
las propiedades generales del código, pero aún no se descubría al- 
guna codificación específica asignada a los tripletes. En ese mo- 
mento, casi todos los genetistas pensaban que debían transcurrir 
cinco a 10 años antes de descifrar todo el código. Pero Marshall 
Nirenberg y Heinrich Matthaei desarrollaron una técnica para 
sintetizar sus propios mensajes genéticos artificiales y luego de- 
terminar qué tipo de proteína codificaban. El primer mensaje 
sometido a prueba fue un polirribonucleótido compuesto exclu- 
sivamente de uridina; el mensaje se denominó poly(U). Cuando 
se añadió poly(U) al tubo de ensayo que contenía un extracto 
bacteriano con los 20 aminoácidos y los materiales necesarios 
para las síntesis de proteínas (ribosomas y varios factores solu- 
bles), el sistema siguió las instrucciones del mensajero artificial 
y elaboró un polipéptido. Al analizar el polipéptido ensamblado 
se observó que era una polifenilalanina, un polímero del amino- 
ácido fenilalanina. Así Nirenberg y Matthaci habían demostrado 
que el codón UUU codificaba a la fenilalanina. 

En los siguientes cuatro años, varios laboratorios se unieron 
en la búsqueda y se elaboraron mRNA sintéticos para probar 
las codificaciones de aminoácidos de los 64 codones posibles. 
El resultado fue la carta decodificadora universal para el código 
genético mostrada en la figura 11-41. La carta enlista la secuen- 
cia nucleotídica para cada uno de los 64 posibles codones en un 
mRNA. Las instrucciones para leer la carta se encuentran en el 
pie de la figura. 

Las asignaciones de los codones suministradas en la figura 
11-41 son “en esencia” universales, esto es, están presentes en 
todos los organismos vivos. Las primeras excepciones a la uni- 
versalidad del código genético se identificaron en los codones 
de los mRNA mitocondriales. Por ejemplo, en la mitocondria 
humana, UGA se lee como triptófano más que codón de de- 
tención, AUA como metionina más que isoleucina y AGA y 
AGG como codones de detención más que arginina. En fecha 
reciente se han hallado excepciones en los codones del DNA 
nuclear de los protistas y hongos. Con tales discrepancias, las 
similitudes entre los códigos genéticos son más importantes que 


sus diferencias y es evidente que las derivaciones menores han 
evolucionado como cambios secundarios del código genético 
estándar mostrado en la figura 11-41. En otras palabras, todos 
los organismos presentes en la Tierra muestran hoy día un ori- 
gen evolutivo común. 

El examen de la carta de codones de la figura 11-41 indi- 
ca que la asignación de los aminoácidos no es aleatoria. Si se 
revisan las cajas de codones para un aminoácido específico 
se advierte que tienden a agruparse dentro una porción particu- 
lar de la carta. La formación de grupos refleja la similitud en 
los codones que codifican al mismo aminoácido. Como resulta- 
do de esta similitud en la secuencia de codones, las mutaciones 
espontáneas que causan cambios de una sola base en un gen a 
menudo no generan un cambio en la secuencia aminoacídica de 
la proteína correspondiente. Un cambio en la secuencia de nu- 
cleótidos que no afecta la secuencia de aminoácidos se denomina 
sinónimo, mientras que un cambio que causa una sustitución de 
aminoácidos es 20 sinónimo. En virtud de que los cambios sinó- 
nimos no suelen alterar el fenotipo de un organismo, no sufren 
selección natural positiva ni negativa. Este no es el caso para los 
cambios no sinónimos, que es probable que alteren el fenotipo 
de un organismo y están sujetos a selección natural. Ahora que 
se han secuenciado los genomas de organismos relacionados, 
como chimpancé y ser humano, es posible observar directamen- 
te las secuencias de genes homólogos y ver cuántos cambios son 
sinónimos o no sinónimos. Tal vez los genes que poseen un ex- 
ceso de sustituciones no sinónimas en sus regiones codificadoras 
hayan sido influidos por selección natural (véase la nota al pie de 
la página 406). 

El aspecto de “margen de seguridad” del código va más allá 
de su degeneración. Las asignaciones de codones son tales que 
los aminoácidos simi/ares tienden a ser especificados por codones 
semejantes. Por ejemplo, los codones de diferentes aminoácidos 
hidrófobos (mostrados en cuadros cafés en la figura 11-41) se 
agrupan en las primeras dos columnas de la carta. Por consecuen- 
cia, una mutación que resulte en una sustitución de base en uno 
de estos codones sustituye casi siempre un residuo hidrofóbico 
por otro. Además, las semejanzas principales entre aminoácidos 
y codones relacionados aparecen en los primeros dos nucleótidos 
del triplete, en tanto que la mayor variabilidad ocurre en el tercer 
nucleótido. Por ejemplo, a la glicina la codifican cuatro codones, 
todos los cuales comienzan con los nucleótidos GG. Una expli- 
cación de este fenómeno se analiza en la siguiente sección en la 
que se describe la función de los RNA de transferencia. 


1. Explique qué significa la expresión “el código genético 
consiste en tripletes y no están superpuestos”, ¿qué 
sugiere el dato de que la composición de bases del 
DNA varía en gran medida entre diferentes organismos 
en relación con el código genético?, ¿cómo se estableció 
la identidad del codón UUU? 

2. Diferencie los efectos de una sustitución de base en el 
DNA en un código no superpuesto y uno superpuesto. 

3. Distinga entre un cambio de base sinónimo y otro no 
sinónimo. 
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P Ejemplos de tRNA 
A po G o] 


Primera letra 
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Codón de detención Codón de detención 


Codón de detención 


FIGURA 11-41 El código genético. Esta carta universal de codificación 
lista cada uno de los 64 codones de mRNA posibles y el aminoácido 
correspondiente especificado por ese codón. Para usar la carta y traducir 
el codón UGC, por ejemplo, se debe encontrar la primera letra (U) en la 
fila indicada a la izquierda. Se sigue la fila de la derecha hasta encontrar 
la segunda letra (G) señalada en la parte superior; después se encuentra 
el aminoácido que coincide con la tercera letra (C) en la fila a la derecha. 
UGC codifica la inserción de cisteína. Cada aminoácido (excepto dos) 
posee dos o más codones que ordenan su inserción, lo cual hace al código 
genético degenerado. Un aminoácido particular tiende a ser codificado 


11.7 DECODIFICACIÓN DE LOS CODONES: 
LA FUNCION DE LOS RNA DE TRANSFERENCIA — 


Los ácidos nucleicos y las proteínas son semejantes a dos len- 
guajes escritos con diferentes tipos de letra. Esta es la razón por 
la cual la síntesis de proteína se refiere como traducción. La tra- 
ducción requiere que la información codificada en la secuencia 
nucleotídica de un mRNA se decodifique y utilice para dirigir 
el ensamble secuencial de aminoácidos en una cadena polipeptí- 
dica. Los RNA de transferencia, que actúan como adaptadores, 
llevan a cabo la decodificación de la información de un mRNA. 
Por un lado, cada tRNA se une a un aminoácido específico 
(como un aa-tRNA) y, por otro, el mismo tRNA puede reco- 
nocer un codón en particular en el mRNA. La interacción entre 
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por codones relacionados. Esta característica reduce la probabilidad de 
que las sustituciones de bases resulten en cambios de la secuencia ami- 
noacídica de una proteína. Los aminoácidos con propiedades similares 
también tienden a estar agrupados. Los aminoácidos con cadenas latera- 
les ácidas se muestran en rojo, aquellos con cadenas laterales básicas en 
azul, los que tienen cadenas laterales polares sin carga en verde y aquellos 
con cadenas laterales hidrófobas en café. Como se revisa en la siguiente 
sección, la decodificación en la célula la llevan a cabo los tRNA, algunos 
de los cuales se ilustran de forma esquemática en el lado derecho de la 
figura. 


codones sucesivos en el mRNA y el aa-tRNA específico lleva 
a la síntesis de un polipéptido con una secuencia ordenada de 
aminoácidos. Para entender cómo sucede esto, primero se con- 
sidera la estructura del tRNA. 


La estructura de los tRNA 


En 1965, luego de siete años de trabajo, Robert Holley de la 
Cornell University publicó la primera secuencia de bases de una 
molécula de RNA, la del RNA de transferencia de la levadu- 
ra que porta al aminoácido alanina (fig. 11-424). Este tRNA se 
compone de 77 nucleótidos, 10 de los cuales son modificaciones 
de cuatro nucleótidos estándar de RNA (A, G, C, U), como lo 
indica la sección sombreada de la figura. 
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FIGURA 11-42 Estructura bidimensional de los RNA de transferencia. 
(a) Secuencia nucleotídica de un tRNA^" de levadura en forma de trébol. 
El aminoácido se une al extremo 3' del tRNA, mientras que el extremo 
opuesto porta el anticodón, en este caso IGC. La función del anticodón 
se revisa más tarde. Aparte de las cuatro bases, A, U, G, y C, este tRNA 
contiene: 1, seudouridina; T, ribotimidina; ml, metilinosina; I, inosina; 
me,G, dimetilguanosina; D, dihidrouridina; meG, metilguanosina. Los 


En los años siguientes se purificaron y secuenciaron otras 
especies de tRNA y se observaron similitudes en los diferentes 
tRNA (fig. 11-420). Todas estas moléculas constan del mismo 
número de nucleótidos, entre 73 y 93, y tienen un porcentaje sig- 
nificativo de bases raras que al parecer son resultado de modifica- 
ciones enzimáticas de una de las cuatro bases estándar después de 
incorporarse a la cadena de RNA de una manera postranscripcio- 
nal. Además, todos los tRNA poseen secuencias de nucleótidos 
en un segmento de la molécula que son complementarias con 
secuencias localizadas en otras partes de la molécula. A causa de 
estas secuencias complementarias, todos los tRNA tienen la po- 
sibilidad de plegarse de manera parecida para formar una estruc- 
tura que semeja una hoja de trébol. En las figuras 11-42 y 11-43 
se muestran los tallos de pares de bases y las asas impares del 
trébol del tRNA. Las bases raras, que se encuentran en las asas, 
actúan para interrumpir la formación de puentes de hidrógeno 
en estas regiones y también sirven como sitios de reconocimien- 
to para diferentes proteínas. Todos los tRNA maduros tienen 
la secuencia de tripletas CCA en su extremo 3". Estos tres nu- 
cleótidos pueden ser codificados en el gen de tRNA (en muchos 
procariotas) o agregarse en forma enzimática (en eucariotas). En 
el segundo caso, una enzima con una sola función agrega los tres 
nucleótidos en el orden apropiado sin el beneficio de una plan- 
tilla de DNA o RNA. 

Hasta este punto sólo se ha considerado la estructura se- 
cundaria o bidimensional de estas moléculas adaptadoras. Los 
RNA de transferencia pueden plegarse para formar una estruc- 
tura terciaria única y definida. El análisis de difracción de rayos 
X muestra que los tRNA se integran con dos hélices dobles dis- 


Capítulo 11 EXPRESIÓN DEL MATERIAL GENÉTICO: DE LA TRANSCRIPCIÓN A LA TRADUCCIÓN 


0H 
A3 
r 
C 
I 
5an 
=o 
— $ Brazo aceptor 
al del aminoácido 
[l 
| a 
Brazo D u t-t Brazo T 
RA, ñ >= A NA 
£ Y_ G POPER 
G Ei A LA X R 
aA “EN Ty é 
ud a 
Brazo 44 ~% 
anticodón | _ © Brazo 
L variable 
Po 
ON y 
(5) Anticodón 


sitios de las 10 bases modificadas en este tRNA se indican con el som- 
breado a color. (5) Representación general del tRNA en forma de trébol. 
Las bases comunes a todos los tRNA (en procariotas y eucariotas) se in- 
dican con las siguientes letras: R es una purina invariable, Y una pirimidi- 
na invariable y y una seudouridina invariable. La variabilidad mayor entre 
los tRNA ocurre en el brazo V (variable), que oscila entre cuatro y 21 
nucleótidos. Hay dos sitios de menor variabilidad a lo largo del brazo D. 


puestas en forma de L (fig. 11-430). Las bases observadas en los 
sitios comparables en toda molécula de tRNA (bases invariables 
de la figura 11-424) tienen importancia particular para formar la 
estructura terciaria común en forma de L. La forma común de 
los tRNA refleja el hecho de que todos deben tomar parte en la 
misma serie de reacciones entre la síntesis de proteína. Sin em- 
bargo, cada tRNA posee características únicas que lo distingue 
de otros tRNA. Como se menciona en la siguiente sección, son 
estas propiedades las que hacen posible que un aminoácido se fije 
de manera enzimática al tRNA apropiado (conocido). 

Los RNA de transferencia traducen una secuencia de co- 
dones de mRNA en una secuencia de residuos aminoacídicos. 
La información contenida en el mRNA se decodifica a través 
de la formación de pares de bases entre secuencias complemen- 
tarias en los RNA de transferencia y mensajero (fig. 11-49). Así, 
como en otros procesos en que intervienen ácidos nucleicos, la 
complementariedad entre pares de bases es el fundamento del 
proceso de traducción. La parte del tRNA que participa en esta 
interacción específica con el codón del mRNA es un tramo de 
tres nucleótidos secuenciales, denominado anticodón, que se 
localiza en el asa media de la molécula de tRNA (fig. 11-434). 
Dicha asa se compone de manera invariable de siete nucleótidos 
y los tres mediales forman un anticodón. El anticodón se sitúa 
en un extremo de la molécula de tRNA en forma de L opuesto al 
extremo al cual se une el aminoácido (fig. 11-430). 

Puesto que son 61 codones diferentes los que pueden espe- 
cificar a un aminoácido, sería de esperar que una célula tuviera 
cuando menos 61 distintos tRNA, cada uno con un anticodón 
diferente complementario de uno de los codones de la figura 
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FIGURA 11-43 Estructura de un tRNA. (a) Estructura bidimensional de 
un fenilalanil-tRNA de levadura con las diferentes regiones de la molé- 
cula en código de color para correlacionar con el dibujo de la parte Ż. (0) 
Estructura tridimensional de un tRNA™ derivado de la cristalografía de 


rayos X. El brazo aceptor amino (AA) y el brazo TyC (T) forman una 
doble hélice continua y el brazo del anticodón (AC) y el brazo D crean 
una doble hélice parcialmente continua. Estas dos columnas de hélices 
forman una molécula semejante a una L. (B: CORTESÍA DE Mıke CARSON.) 


11-41. Pero hay que recordar que las similitudes más notorias 
entre codones que codifican el mismo aminoácido ocurren en 
los primeros dos nucleótidos del triplete, en tanto que la mayor 
variabilidad de estos mismos codones se observa en el tercer nu- 
cleótido del triplete. Considérense los 16 codones que terminan 
en U. En cada caso, si la U cambia a C, se codifica el mismo ami- 
noácido (primeras dos líneas de cada cuadro en la figura 11-41). 
De manera similar, en la mayor parte de los casos, un cambio 
entre una A y una G en el tercer sitio tampoco tiene efecto en la 
determinación del aminoácido. La posibilidad de intercambiar 
la base de la tercera posición llevó a Francis Crick a proponer 
que el mismo RNA de transferencia podía reconocer más de 
un codón. Su propuesta, llamada hipótesis del bamboleo, sugería 


que el requerimiento estérico entre el anticodón del tRNA y 
el codón del mRNA podía ser muy estricto para las primeras 
dos posiciones y quizá más flexible en la tercera posición; esto 
permitía a dos codones que codifican el mismo aminoácido, y 
que sólo difieren en la tercera posición, emplear el mismo tRNA 
en la síntesis de proteínas. Una vez más, la hipótesis de Crick 
resultó correcta. 

Las reglas que gobiernan la inestabilidad en la tercera posi- 
ción del codón son las siguientes (fig. 11-44): la U del anticodón 
puede formar par con A o G del mRNA; la G del anticodón pue- 
de formar par con U o C del mRNA; y la I (inosina, derivada de 
la guanina en la molécula del tRNA original) del anticodón 
puede formar par con U, C o A del mRNA. Como resultado 
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FIGURA 11-44 El bamboleo en la interacción entre codones y antico- 
dones. En algunos casos, el nucleótido en el extremo 5' terminal del 
tRNA anticodón es capaz de aparearse con más de un nucleótido en el 
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extremo 3' (tercera posición) del codón de mRNA. En consecuencia, 
más de un codón puede usar el mismo tRNA. Las reglas para el parea- 
miento en el esquema del bamboleo se indican en la figura y el texto. 
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del bamboleo, los seis codones para leucina, por ejemplo, sólo 
requieren tres tRNA. 


Activación de aminoácidos Durante la síntesis de polipép- 
tidos es muy importante que cada molécula de RNA de trans- 
ferencia se una al aminoácido correcto (conocido). Los ami- 
noácidos se unen mediante enlaces covalentes a los extremos 
3' de su tRNA conocido por acción de una enzima llamada 
aminoacil tRNA sintetasa (aaRS) (fig. 11-45). Aunque existen 
muchas excepciones, los organismos típicamente contienen 20 
aminoaciltRNA sintetasas, una para cada uno de los 20 ami- 
noácidos que se incorporan a las proteínas. Cada una de las sin- 
tetasas es capaz de “cargar” todos los tRNA apropiados para ese 
aminoácido (es decir, cualquier tRNA cuyos anticodones reco- 
nozcan los diferentes codones específicos para ese aminoácido, 
como se indica en la fig. 11-41). Las aminoacil-tRNA sintetasas 
son un excelente ejemplo de la especificidad de las interaccio- 
nes proteína-ácido nucleico. Deben existir ciertas características 
comunes entre todas las especies de tRNA que codifican a un 
aminoácido determinado para permitir a una aminoacil tRNA 
sintetasa reconocer todos estos tRNA y al mismo tiempo discri- 
minar todos los tRNA para otros aminoácidos. La información 
relacionada con las propiedades estructurales de los tRNA, gra- 
cias a la cual éstos pueden seleccionarse o rechazarse como sus- 
tratos, proviene de manera primaria de las siguientes dos fuentes: 


1. Determinación de la estructura tridimensional de estas enzi- 
mas por medio de cristalografía de rayos X, lo que posibilita 
a los investigadores la identificación de los sitios en el tRNA 
que hacen contacto directo con la proteína. Como lo ilustra 
la figura 11-45, los dos extremos del tRNA (el brazo aceptor 
y el anticodón), son importantes para el reconocimiento de la 
mayor parte de estas enzimas. 

2. La determinación de los cambios en un tRNA que causan 
que una molécula sea aminoacilada por una sintetasa no afín. 
Por ejemplo, se ha encontrado que un par de bases específico 
en el tRNA?* (el par de bases G-U incluye al tercer G del 
extremo 5' de la molécula en la figura 11-42a) es el que deter- 
mina, de manera primaria, su interacción con la alanil tRNA 
sintetasa. La inserción de este par de bases específico en el 
tallo aceptor de un tRNA™ o un tRNAC* es suficiente para 
hacer que la alanil tRNA sintetasa reconozca a estos tRNA y 
se aminoacilen con alanina. 


Las aminoaciltRNA sintetasas llevan a cabo las siguientes 
reacciones en dos pasos: 


Primer paso: ATP + aminoácido > aminoacil-AMP + PP, 
Segundo paso: aminoacil-AMP + tRNA 
> aminoacil-tRNA + AMP 


En el primer paso, la energía del ATP activa al aminoácido por 
la formación de un aminoácido adenilado, el cual se une a la 
enzima. Éste es el paso primario del requerimiento de energía 
de la reacción química que lleva a la síntesis del polipéptido. Los 
acontecimientos subsecuentes, como la transferencia de amino- 
ácido a la molécula de tRNA (paso 2, véase antes) y al final el 
crecimiento de la cadena del polipéptido, son favorables desde 
el punto de vista termodinámico. El PP, producido en la primera 
reacción se hidroliza a continuación para formar P, lo que fuerza 
aún más la reacción total hacia la formación de productos (pág. 


FIGURA 11-45 Esquema tridimensional de la interacción entre un 
tRNA y su aminoacil-tRNA sintetasa. La estructura cristalina de la 
glutaminiltRNA sintetasa de E. coli (en azul) forma un complejo con el 
tRNAC! (se indica en rojo y amarillo). La enzima reconoce este tRNA 
específico y discrimina otros a través de la interacción con el brazo acep- 
tor y el anticodón del tRNA. (Tomana pe Thomas A. STEITZ, SCIENCE 
VOL. 246, PORTADA DEL 12/1/89; © AMERICAN ASSOCIATION FOR THE 
ADVANCEMENT OF SCIENCE.) 


423). Como se observa más adelante, la energía se expande du- 
rante la síntesis de proteína, pero no se utiliza en la formación 
de enlaces peptídicos. En el segundo paso, la enzima transfiere 
su aminoácido unido al extremo 3' de un tRNA conocido. ¿Qué 
pasaría si la sintetasa coloca un aminoácido inapropiado en un 
tRNA, se activa un mecanismo de lectura y corrección de la enzi- 
ma y se elimina la unión entre el aminoácido y el tRNA?” 

Se han desarrollado varios métodos que permiten a los in- 
vestigadores sintetizar proteínas, ya sea en un tubo de ensayo o 
dentro de las células, que contienen aminoácidos no naturales; 
o sea, aminoácidos distintos a los 20 que se incorporan con la 
maquinaria de traducción. Estos aminoácidos no naturales no 
se generan por modificación de los aminoácidos normales des- 
pués de su incorporación al polipéptido, sino que se codifican de 
manera directa dentro del mRNA. Esta “expansión” del código 
genético casi siempre implica el uso de tRNA modificado en for- 
ma experimental que reconoce uno de los codones de detención 
y una aminoacil tRNA sintetasa afín que reconoce de manera 
específica al aminoácido no natural. Luego, el aminoácido no 
natural se incorpora en la cadena polipeptídica dondequiera que 
se encuentre un codón de detención (de stop) particular en un 
mRNA. Con estos métodos, los investigadores pueden sintetizar 
una proteína que contenga grupos químicos capaces de informar 
sobre las actividades de la proteína, o pueden diseñar proteínas 
con estructuras nuevas para usarlas como fármacos potenciales o 
en otras aplicaciones comerciales. 


7No todas las sintetasas de aa-tRNA poseen este tipo de mecanismo de lectura y 
corrección. Algunas remueven un aminoácido incorrecto tras hidrolizar la unión 
aminoacil-AMP seguida del primer paso de reacción. Los dos aminoácidos 

más difíciles de distinguir son la valina y la isoleucina, que difieren por un solo 
grupo metileno (fig. 2-26). La isoleucil-tRNA sintetasa emplea los dos tipos de 
mecanismos de lectura y corrección que aseguran una aminoacilación correcta. 


1. ¿Por qué se dice de los tRNA que son moléculas 
adaptadoras?, ¿qué aspectos de la estructura de los 
tRNA tienen en común? 

2. Describa la naturaleza de las interacciones entre los tRNA 
y las aminoaciltRNA sintetasas y el tipo de interacción 
entre tRNA y mRNA. ¿Cuál es la hipótesis del bamboleo? 
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La síntesis o traducción de proteínas es la actividad sintética 
más compleja en una célula. El ensamblado de una proteína re- 
quiere todos los diferentes tRNA con sus aminoácidos unidos, 
ribosomas, un mRNA, algunas proteínas con funciones distintas, 
cationes y GT'P (trifosfato de guanosina). La complejidad no es 
sorprendente si se considera que la síntesis de proteína necesita 
la incorporación de 20 aminoácidos diferentes en la secuencia 
precisa dirigida por un mensaje codificado en un lenguaje que 
emplea diversos elementos. En la descripción siguiente se anali- 
zan sobre todo los mecanismos de traducción que operan en las 
células bacterianas, que son más simples y mejor conocidos. El 
proceso es muy similar en las células eucariotas. 

La síntesis de una cadena polipeptídica puede dividirse en 
tres actividades distintas: inicio de la cadena, elongación o alarga- 
miento de la cadena y terminación de la cadena. A continuación se 
describe cada una de estas actividades. 


Inicio 

Una vez que se une a un mRNA, el ribosoma siempre se mueve 
a lo largo del mRNA de un codón al próximo, esto es, en bloques 
consecutivos de tres nucleótidos. Para asegurar que los tripletes 
se lean, el ribosoma se une al mRNA en un sitio preciso denomi- 
nado codón de inicio, el cual se codifica como AUG. La unión a 
este codón pone al ribosoma de manera automática en el marco 
de lectura de tal modo que el ribosoma lee el mensaje entero, de 
manera correcta, desde este punto de inicio. Por ejemplo, en el 
caso siguiente: 


—CUAGUUACAUGCUCCAGUCCGU— 


el ribosoma se mueve del codón de inicio, AUG, a los próximos 
tres nucleótidos, CUC, luego a CAG, y así de forma sucesiva a lo 
largo de toda la secuencia. 

En la figura 11-46 se ilustran los pasos básicos del inicio de 
la traducción en las células bacterianas. 


Paso 1: traslado de la subunidad ribosómica pequeña 
al codón de inicio Como se advierte en la figura 11-46, un 
mRNA no se une a un ribosoma intacto, sino a las subunidades 
pequeña y grande en estadios separados. El primer gran paso de 
inicio es la unión de la subunidad ribosómica pequeña a la pri- 
mera secuencia AUG (o una de las primeras) en el mensaje, que 
sirve como el codón de inicio. ¿De qué manera la subunidad 


SGUG también es capaz de servir como un codón de inicio y se encuentra en 
una cantidad muy pequeña de mensajes naturales. Cuando se utiliza GUG, la 
N-formilmetionina no deja de usarse para formar el complejo de inicio a pesar 
del hecho de que los codones GUG internos codifican a la valina. 
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FIGURA 11-46 Inicio de la síntesis de proteínas en bacterias. En el paso 
1,el inicio de la traducción comienza con la vinculación de la subunidad 
ribosómica 30S con el mRNA en el codón de inicio AUG, un paso que 
requiere IF1 e IF3. La subunidad ribosómica 30S se une al mRNA en 
el codón de inicio AUG como resultado de una interacción entre una 
secuencia nucleotídica complementaria en el "RNA y mRNA, como se 
revisa en el texto. En el paso 2, la formilmetionil-tRNA®™“ se relaciona 
con el mRNA y el complejo de la subunidad ribosómica 30S mediante 
el enlace a 1F2-GTP. En el paso 3, la subunidad 508 se une al complejo, el 
GTP se hidroliza y el IF2-GDP se libera. El tRNA iniciador entra al si- 
tio P del ribosoma, mientras que todos los tRNA subsecuentes ingresan 


al sitio A (fig. 11-49). 
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pequeña selecciona el codón inicial AUG a medida que se opo- 
ne a uno interno? Los mRNA bacterianos poseen una secuencia 
específica de nucleótidos (secuencia Shine-Dalgarno, nombrada 
así por sus descubridores) que se localiza cinco a 10 nucleó- 
tidos antes del codón de inicio. La secuencia Shine-Dalgarno 
es complementaria de una secuencia de nucleótidos próxima al 
extremo 3' del RNA ribosómico 16S de la subunidad ribosómica 
pequeña. 


RNA --ACCUCCUUUA 3 


RNA OS s 


La interacción entre estas secuencias complementarias en el 
mRNA y el rRNA lleva a la unión de la subunidad 305 al codón 
de inicio AUG. 


Para el inicio se requieren factores de inicio Varios de los pasos 
que se describen en la figura 11-46 requieren la ayuda de pro- 
teínas solubles, los denominados factores de inicio (designados 
como IF en procariotas y elF en eucariotas). Las células bac- 
terianas necesitan tres factores de inicio (1F1, 1F2 e 1F3), los 
cuales se unen a la subunidad 30S (paso 1, fig. 11-46). El IF2 es 
una proteína que une GTP requerido para la unión del primer 
aminoaciltRNA. El 1F3 puede prevenir que la subunidad gran- 
de (505) se una en forma prematura a la subunidad pequeña 30S 
y también facilita la entrada del aa-tRNA inicial. El IF1 facilita 
la unión de la subunidad 30S al mRNA y puede prevenir que el 


aa-tRNA entre a un sitio erróneo en el ribosoma. 


Paso 2: traslado del primer aa-tRNA al ribosoma Si se 
examinan las asignaciones de codones (fig. 11-41), se puede ob- 
servar que AUG codifica no tan sólo al codón de inicio; es el 
único codón que codifica a la metionina. En realidad, la me- 
tionina siempre es el primer aminoácido que se incorpora en el 
extremo aminoterminal de la cadena naciente del polipéptido. 
(En procariotas, la metionina inicial porta un grupo formilo, 
que la convierte en M-formilmetionina.) Luego, la metionina 
(o N-formilmetionina) se elimina por medios enzimáticos de la 
mayoría de las proteínas recién sintetizadas. Las células poseen 
dos metionil-tRNA: uno se utiliza en el inicio de la síntesis de 
proteína y otro diferente para incorporar residuos de metionilo 
en el interior del polipéptido. El aa-tRNA iniciador entra en el 
sitio P del ribosoma (que se revisa más adelante) donde se une a 
los codones AUG del mRNA y el factor de inicio 1F2 (paso 2, 
fig. 11-46). 1F1 e 1F3 se liberan. 


Paso 3: ensamblado del complejo de inicio comple- 
to Una vez que el tRNA iniciador se une al codón AUG y 
el IF3 se desplaza, la subunidad grande se une al complejo y el 
GTP unido a IF2 se hidroliza (paso 3, fig. 11-46). Es probable 
que la hidrólisis de GTP genere un cambio conformacional en el 
ribosoma necesario para la liberación de IF2-GDP. 


Inicio de la traducción en eucariotas Las células eucario- 
tas necesitan por lo menos 12 factores de inicio que incluyen un 
total de más de 25 cadenas polipeptídicas. Como se indica en 
la figura 11-47, varios de estos elF (p. ej., el F1, el FIA y elF3) 
se unen a la subunidad 405, que prepara a la subunidad para su 
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FIGURA 11-47 Inicio de la síntesis de proteínas en eucariotas. Como se 
señala en el texto, el inicio comienza con la unión de dos complejos, uno 
(llamado complejo 43S) contiene la subunidad ribosómica 40S unida a 
varios factores de inicio (el F) y el tRNA iniciador, mientras que el otro 
posee el mRNA unido a un grupo separado de factores de inicio. Esta 
unión es mediada por una interacción entre elF3 en el complejo de 438 
y elF4G en el complejo del mRNA. Una vez que el complejo de 438 se 
ha unido al extremo 5' del mRNA, recorre el mensaje hasta alcanzar el 


codón de inicio apropiado AUG. 


unión con el mRNA. El tRNA iniciador unido a una metionina 
también se une a una subunidad 40S antes de su interacción con 
el mRNA. EL tRNA iniciador entra en el sitio P de la subunidad 
en asociación con el F2-GT'P, Una vez que estos sucesos se llevan 
a cabo, la subunidad ribosómica pequeña con sus factores de ini- 
cio relacionados y el tRNA (que juntos integran un complejo de 
preinicio 435) está listo para encontrar el extremo 5' del mRNA, 
que tiene el casquete de metilguanosina (pág. 442). 

Al principio, el complejo 43S se desplaza hacia el mRNA 
con la ayuda de un grupo de factores de inicio que ya se encuen- 
tran unidos al mRNA (fig. 11-47). Entre estos factores figuran 
los siguientes: 1) el el F4E se une al casquete 5' del mRNA de 
eucariotas; 2) el el F4A se moviliza a lo largo del extremo 5' del 
mensaje y remueve cualquier región de doble cadena que po- 
dría interferir con el movimiento del complejo 435 a lo largo del 
mRNA, y 3) el elF4G sirve como un puente entre el extremo 
5' con el casquete y el extremo 3' poliadenilado del mRNA (fig. 
11-47). De esta forma, el el F4G convierte un mRNA lineal en 
un mensaje circular. 

Una vez que el 438 se une al extremo 5' del mRNA, el com- 
plejo recorre el mensaje hasta alcanzar una secuencia nucleotídi- 
ca que reconoce (por lo general el 5—CCACCAUGC—3") que 
contiene el codón de inicio AUG. Luego que el complejo 43S 
alcanza al codón apropiado AUG, el F2-GT'P se hidroliza, el F2- 
GDP (y otros elF asociados) se eliminan y la subunidad grande 
(605S) se une al complejo para completar el inicio.? 


La función del ribosoma Tras alcanzar el punto en el cual 
se ha ensamblado por completo un ribosoma, es posible ver de 
manera más detallada la estructura y función de esta estructura 
de múltiples subunidades. Los ribosomas son máquinas molecu- 
lares, similares en algunos aspectos a los motores moleculares 
descritos en el capítulo 9. Durante la traducción, un ribosoma 
sufre un ciclo repetitivo de cambios mecánicos que se realizan 


¿No todos los mRNA se traducen a partir de la unión de la subunidad 
ribosómica pequeña en el extremo 5' del mensajero. Muchos mRNA virales y un 
pequeño número de mRNA celulares, casi siempre utilizados durante la mitosis 
o los periodos de estrés, se traducen como efecto de la unión del ribosoma al 
mRNA en un sitio ribosómico interno de entrada (IRES), el cual puede localizarse 
a cierta distancia del extremo 5' del mensajero. 


con la liberación de energía por la hidrólisis de GTP. A diferen- 
cia de la miosina o la cinesina, las cuales de forma simple se mue- 
ven a lo largo de una estructura física, los ribosomas se desplazan 
a lo largo de una cinta de mRNA (que contiene la información 
codificada). En otras palabras, los ribosomas son máquinas pro- 
gramables: la información almacenada en los mRNA determina 
la secuencia de los aminoaciltRNA que el ribosoma acepta du- 
rante la traducción. Otra característica que distingue a los ri- 
bosomas de muchas otras máquinas celulares es la importancia 
de los RNA que lo componen. Los RNA ribosómicos ejercen 
funciones esenciales en la selección de los tRNA y aseguran una 
traducción precisa al unir factores proteínicos y polimerizar ami- 
noácidos (se revisa en la sección Vías experimentales al final del 
capítulo). 

En años pasados progresó mucho la comprensión de la 
estructura de los ribosomas bacterianos. Los estudios iniciales 
que emplearon la microscopia crioelectrónica de alta resolución 
(sección 18.8) revelaron que el ribosoma tenía una estructura 
muy irregular con lóbulos, protuberancias, canales y puentes (fig. 
2-56). Estos estudios también proporcionaron información so- 
bre los principales cambios conformacionales que ocurren en las 
subunidades pequeña y grande durante la traducción. Durante 
los años 1990 se hicieron grandes avances en la cristalización 
de los ribosomas y para el final de esa década aparecieron los 
primeros informes sobre la estructura de los ribosomas de proca- 
riotas obtenida por cristalografía de rayos X. La figura 11-484 y b 
muestra la estructura general de las dos subunidades ribosómicas 
de un ribosoma bacteriano, tal como lo revela la cristalografía 
con rayos X. 

Cada ribosoma tiene tres sitios para la vinculación con mo- 
léculas de RNA de transferencia. Estos sitios, denominados sitio 
A (aminoacilo), sitio P (peptidilo) y sitio E (de salida), reciben 
cada tRNA en pasos sucesivos del ciclo de elongación, como se 
describe en la siguiente sección. Las posiciones del tRNA unido 
a los sitios A, P y E de las subunidades pequeña y grande de los 
ribosomas se muestran en la figura 11-48a,0. Los tRNA se unen 
dentro de estos sitios y abarcan el espacio entre las dos unidades 
ribosómicas (fig. 11-480). Los extremos de los anticodones de 
los tRNA unidos hacen contacto con la subunidad pequeña, la 
cual tiene una función importante al decodificar la información 
contenida en el mRNA. En cambio, los extremos que unen a 
los aminoácidos del tRNA contactan a la subunidad grande, que 
posee una función relevante al catalizar la formación del enlace 
peptídico. Otras características importantes reveladas por estos 
estudios estructurales de alta resolución incluyen lo siguiente: 


1. La interfase entre las subunidades grande y pequeña forma 
una cavidad relativamente espaciosa (fig. 11-48c) ocupada 
casi de modo exclusivo por RNA. La cadena lateral de la 
subunidad pequeña que limita a esta cavidad se extiende a lo 
largo de una hélice continua de RNA bicatenario. Esta hélice 
aparece sombreada en la estructura bidimensional del RNA 
165 en la figura 11-3. Las superficies de las dos subunidades 
que se limitan la una a la otra contienen los sitios de unión 
para el mRNA y el tRNA que entra y son de importancia 
clave para la función del ribosoma. El hecho de que estas su- 
perficies se integren en su mayor parte con RNA apoya la 
propuesta de que los ribosomas primigenios estaban forma- 
dos casi de manera exclusiva por RNA (pág. 448). 
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FIGURA 11-48 Modelo de un ribosoma bacteriano basado en datos de 
cristalografía de rayos X que muestra los tRNA unidos a los sitios A, 
P y E de las dos subunidades ribosómicas. (2-4) Vista de las subuni- 
dades 30S y 505, respectivamente, con los tres tRNA unidos mostrados 
en la interfase entre las subunidades. (4-4) Representaciones que co- 
rresponden a las estructuras que aparecen en las partes a y b. El dibujo 
en a' de la subunidad 305 ilustra las localizaciones aproximadas de los 
anticodones de los tres tRNA y sus interacciones con los codones com- 
plementarios del mRNA. El dibujo en 4'de la subunidad 50S muestra 
los sitios del tRNA en dirección inversa. El aceptor terminal de amino- 
ácidos de los tRNA de los sitios A y P están muy próximos en el sitio del 
peptidilo de transferencia de la subunidad, en donde ocurre la formación 
del enlace peptídico. Los sitios de unión para los factores de elongación 
EF-Tu y EF-G se hallan en la protuberancia hacia el lado derecho de la 
subunidad. (c) Dibujo del ribosoma procariota 70S que señala el espacio 
entre las dos subunidades ocupado por cada molécula de tRNA y el con- 
ducto dentro de la subunidad 505 a través del cual el polipéptido recién 
formado sale del ribosoma. (A Y B: TOMADAS DE Jamie H. CATE ET AL., 
CORTESÍA DE Harry F. NoLLER, Science 285:2100, 1999; a', B' Y c: 
TOMADAS DE Å. L1Ljas, SCIENCE 285:2078, 1999; © 1999 AMERICAN 
ASSOCIATION FOR THE ÁDVANCEMENT OF SCIENCE.) 
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2. El sitio activo, donde se unen de modo covalente los amino- 
ácidos, también se conforma con RNA. Esta porción catalíti- 
ca de la subunidad grande reside en una cavidad profunda, la 
cual protege al enlace peptídico recién formado de la hidróli- 
sis por el solvente acuoso. 


3. El mRNA se halla en un canal estrecho que rodea el cuello 
de la subunidad pequeña y pasa a través de los sitios A, P y E. 
Antes de entrar al sitio A, el mRNA se deshace de cualquier 
estructura secundaria que pudiera tener mediante la actividad 
helicasa del ribosoma. 


4. Un túnel se proyecta a través del núcleo de la subunidad gran- 
de desde el sitio activo. Dicho túnel provee una vía de paso 
para la translocación del polipéptido durante la elongación a 
través del ribosoma (fig. 11-480). 


5. La mayor parte de las proteínas de las subunidades ribosó- 
micas tiene múltiples sitios de unión a RNA y se ubica en 
posiciones ideales para estabilizar la estructura terciaria del 
complejo del rRNA. 


Elongación 


Los pasos básicos del proceso de elongación de la traducción en 
células bacterianas se ilustran en la figura 11-49. Esta serie de 
pasos se repite una y otra vez conforme se polimerizan los ami- 
noácidos en la cadena polipeptídica en crecimiento. 


Paso 1: selección del aminoacil-tRNA Con el tRNA 
iniciador cargado y en posición dentro del sitio P, el riboso- 
ma queda disponible para la entrada de un segundo aminoacil- 
tRNA en el sitio A vacante, lo cual representa el primer paso 
de la elongación (paso 1, fig. 11-494). Antes de que el segundo 
aminoacil-tRNA, se una de manera eficiente al mRNA expues- 
to en el sitio A, debe combinarse con un factor de elongación 
de proteína unido a GTP. Este factor de elongación particu- 
lar se conoce como EF-Tu (o Tu) en procariotas y eEFla en 
eucariotas. El EF-Tu es necesario para liberar los aminoacil- 
tRNA hacia el sitio A del ribosoma. Aunque cualquier comple- 
jo aminoacil-tRNA—Tu-GTP puede ingresar al sitio, sólo el 
que tiene el anticodón complementario del codón del mRNA 
alojado en el sitio A activará los cambios conformacionales ne- 
cesarios dentro del ribosoma que hacen que el tRNA perma- 
nezca unido al mRNA en el centro de decodificación. Una vez 
que el aminoacil-tRNA—Tu-GTP correcto se une al codón del 
mRNA, el GTP se hidroliza y el complejo Tu-GDP se libera, 
con lo cual se abandona el aa-tRNA unido al sitio A del riboso- 
ma. La regeneración de Tu-GTP a partir del Tu-GDP liberado 
requiere otro factor de elongación, el EF-Ts. 


Paso 2: formación del enlace peptídico Al final del pri- 
mer paso, los dos aminoácidos, unidos a sus tRNA separados, se 
yuxtaponen en una posición en la que pueden reaccionar entre 
sí (fig. 11-484,0”). El segundo paso en el ciclo de elongación es 
la formación de un enlace peptídico entre estos dos aminoácidos 
(paso 2, fig. 11-494). La formación del enlace peptídico se realiza 
cuando el nitrógeno del grupo amino del aa-tRNA en el sitio 
A reacciona con el carbón del grupo carbonilo del aminoácido 
unido al tRNA del sitio P, con lo que se desplaza el tRNA del 
sitio P (fig. 11-490). Como resultado de esta reacción, el tRNA 


unido al segundo codón en el sitio A tiene un dipéptido unido 
y de esa forma el tRNA en el sitio P se desacila. La formación 
del enlace peptídico ocurre de manera espontánea sin la utiliza- 
ción de energía externa. La transferasa de peptidilo, un com- 
ponente de la subunidad grande ribosómica, cataliza la reacción. 
Durante años se asumió que la transferasa de peptidilo era una 
de las proteínas del ribosoma. Sin embargo, conforme resultó 
evidente la potencia catalítica del RNA, la atención se volvió al 
RNA ribosómico como catalizador para la formación de enlaces 
peptídicos. En la actualidad se ha demostrado que la actividad 
de la transferasa de peptidilo reside en la molécula grande de 
RNA ribosómico de la subunidad ribosómica grande (véase la 
fotografía en la página inicial de este capítulo). En otras palabras, 
la transferasa de peptidilo es una ribozima (se describe en la sec- 
ción Vías experimentales al final del capítulo). 


Paso 3: translocación La formación del primer enlace pep- 
tídico deja un extremo de la molécula de tRNA del sitio A to- 
davía fijado a su codón complementario sobre el mRNA y el 
otro extremo de la molécula fijado a un dipéptido (paso 2, fig. 
11-494). El tRNA del sitio P queda entonces desprovisto del 
aminoácido. El siguiente paso, llamado translocación, se ca- 
racteriza por un movimiento parecido al de un trinquete de la 
subunidad pequeña con respecto a la grande. Como resultado, el 
ribosoma se mueve tres nucleótidos (un codón) por el mRNA en 
sentido 5'>3' (paso 3, fig. 11-494). La translocación se acom- 
paña del movimiento del dipeptidiltRNA del sitio A al sitio P 
del ribosoma, todavía enlazado por hidrógeno con el segundo 
codón del mRNA, y del movimiento del tRNA desacilado del 
sitio P al sitio E. Se visualizó una etapa intermedia en el proceso 
de translocación al microscopio crioelectrónico que muestra que 
los tRNA ocupan “estados híbridos” con translocación parcial. 
En estos estados híbridos, los extremos del anticodón del tRNA 
todavía están en los sitios A y P de la subunidad pequeña, mien- 
tras que los extremos aceptores de los tRNA ya se movieron a los 
sitios P y E de la subunidad grande. La translocación es impulsa- 
da por cambios en la conformación de otro factor de elongación 
(EF-G en bacterias y eEF2 en eucariotas) después de la hidróli- 
sis de su GTP unido. Luego de esta reacción, EF-G-GDP sale 
del ribosoma. 


Paso 4: liberación del tRNA desacilado En el paso final de 
la elongación (paso 4, fig. 11-494), el tRNA desacilado sale del 
ribosoma y deja vacío el sitio E. 

Por cada ciclo de elongación, por lo menos dos moléculas 
de GTP se hidrolizan: una durante la selección de la aminoacil- 
tRNA y una durante la translocación. Cada ciclo de elongación 
toma alrededor de casi 0.05 s, la mayor parte de ese lapso tal vez 
perdido en buscar los aa-tRNA del citosol circundante. Una 
vez que el peptidiltRNA se ha movido del sitio P por translo- 
cación, el sitio A está de nueva cuenta disponible para la entra- 
da de otro aminoacil-tRNA, en este caso uno con un anticodón 
complementario del tercer codón (fig. 11-494). Cuando el tercer 
tRNA cargado se vincula con el mRNA en el sitio A, el dipép- 
tido del tRNA del sitio P se transfiere al aa-tRNA del sitio A y 
forma el segundo enlace peptídico y, en consecuencia, un tripép- 
tido fijado al tRNA del sitio A. El tRNA del sitio P otra vez se 
encuentra desprovisto del aminoácido. A la formación de enlaces 
peptídicos le sigue la translocación del ribosoma al cuarto codón 
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(b) 


FIGURA 11-49 Pasos en la elongación del polipéptido recién forma- 
do durante la traducción en bacterias. (a) En el paso 1, un aminoacil- 
tRNA cuyo anticodón es complementario del segundo codón del mRNA 
entra al espacio vacío A del ribosoma. La unión del tRNA se acompaña 
de la liberación de EF-Tu-GDP. En el paso 2, la formación del enlace 
peptídico se acompaña de la transferencia de la cadena polipeptídica 
naciente desde el tRNA en el sitio P hacia el aminoacil-tRNA en el sitio 
A, con lo cual se forma un dipeptidil-tRNA en el sitio A y un tRNA 
desacilado en el sitio P. La reacción la cataliza en parte el r'RNA que 
actúa como ribozima. En el paso 3, la unión de EF-G y la hidrólisis de su 
GTP adjunto resultan en la translocación del ribosoma sobre el mRNA. 
La translocación opera junto con el movimiento del tRNA desacilado 
y la peptidil-tRNA en los sitios E y P, respectivamente. En el paso 4, el 
tRNA desacilado deja el ribosoma y un nuevo aminoacil-tRNA entra al 
sitio A. (4) Formación del enlace peptídico y el desplazamiento poste- 
rior del tRNA desacilado. Un ribosoma puede catalizar la incorporación 
de cerca de cinco aminoácidos por segundo a un polipéptido en creci- 
miento, lo cual es casi 10 millones de veces mayor que lo observado en 
la reacción no catalizada que emplea los sustratos modelo en solución. 


y la expulsión del tRNA desacilado y el ciclo está listo para co- 
menzar otra vez. 

Se ha observado en esta sección de qué manera el riboso- 
ma se mueve tres nucleótidos (un codón) a la vez a lo largo del 
mRNA. La secuencia particular de codones en el mRNA que 
utiliza un ribosoma (p. ej., el marco de lectura) se fija en el mo- 
mento en que el ribosoma se une al codón de inicio al comien- 
zo de la traducción. Algunas de las mutaciones más nocivas son 
aquellas en las que un solo par de bases se agrega o se elimina del 
DNA. Considérese el efecto de la adición de un solo nucleótido 
a la siguiente secuencia: 


—AUG CUC CAG UCC GU> 
—AUG CUC GCA GUC CGU— 


El ribosoma se mueve a lo largo del mRNA en un marco de 
lectura incorrecto desde el punto de la mutación a través del 
resto de la secuencia codificante. Las mutaciones de este tipo se 
conocen como mutaciones por cambio en el marco de lectura. 
Tales mutaciones codifican una secuencia del todo anormal de 
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aminoácidos desde el punto donde ocurrió la mutación. Puede 
observarse que, después de más de dos décadas en las cuales 
se asumió que el ribosoma siempre se mueve de un triplete al 
próximo, se descubrieron varios ejemplos en los que los mRNA 
contenían una señal de recodificación que daba lugar a que el 
ribosoma cambiara su marco de lectura, ya sea al retrasar un 
nucleótido (un desplazamiento de — 1 en la lectura) o saltar un nu- 
cleótido (un desplazamiento a +1 en el marco de lectura). 

Una gran cantidad de antibióticos ejerce su efecto al inter- 
ferir con diferentes aspectos de la síntesis de proteínas en células 
bacterianas. Por ejemplo, la estreptomicina actúa por medio de la 
unión selectiva a la subunidad ribosómica pequeña de las bacte- 
rias y provoca que ciertos codones del mRNA se lean de manera 
errónea, de tal modo que se incrementa la síntesis de proteínas 
aberrantes. Debido a que el antibiótico no se une a los ribosomas 
eucariotas, carece de efecto en la traducción en el mRNA de la 
célula del hospedador. La resistencia por parte de la bacteria a 
la estreptomicina puede estudiarse al observar los cambios de las 
proteínas ribosómicas, en particular S12. 


Terminación 


Como se muestra en la figura 11-41, tres de los 64 codones tri- 
nucleotídicos funcionan como codones de terminación que con- 
cluyen el ensamblado del polipéptido en lugar de codificar un 
aminoácido. No existen tRNA cuyos anticodones sean comple- 
mentarios de los codones de detención o de paro.*” Cuando el 
ribosoma alcanza uno de estos codones, UAA, UAG o UGA, la 
señal interpretada es la de detener todo el alargamiento adicional 
y liberar al polipéptido relacionado hacia el último tRNA. 

La terminación requiere factores de liberación. Los factores 
de liberación (RF) pueden dividirse en dos grupos: los RF clase 
I, que reconocen los codones de detención en el sitio A del ri- 
bosoma, y los RF clase IL, que son proteínas de unión con GTP 
(proteínas G) cuyas funciones no se conocen bien. Las bacterias 
tienen dos RF clase I: RF1, que reconoce los codones de deten- 
ción UAA y UAG, y RF2 que reconoce los codones de de- 
tención UAA y UGA. Los organismos eucariotas tienen un solo 
RF clase I, eRF1, que reconoce los tres codones de detención. 
Los RF clase I entran al sitio A del ribosoma, donde se cree que 
un tripéptido conservado en un extremo del factor de liberación 
interactúa en forma directa con el codón de detención en el sitio 
A, en forma diferente a como lo haría una tripleta anticodón 


Existen excepciones menores a este enunciado. Se ha señalado en el capítulo 
que los codones determinan la incorporación de 20 aminoácidos diferentes. 

En el estado actual de los hechos, hay un aminoácido 21, el denominado 
selenocisteína, que se incorpora dentro de un pequeño número de polipéptidos. 
La selenocisteína es un aminoácido raro que contiene al metal selenio. Por 
ejemplo, en mamíferos esto ocurre en una docena de proteínas. La selenocisteína 
tiene su propio tRNA, llamado tRNAS<, pero no posee su propia aa-tRNA 
sintetasa. Este tRNA en particular lo reconoce la seriltRNA sintetasa, la cual 

se une a una serina en el extremo 3' del tRNAs“. Después de la unión, la serina 
se altera de manera enzimática y crea una selenocisteína. A ésta la codifica el 
codón UGA, que es uno de los tres codones de terminación. En la mayor parte 
de las circunstancias, el UGA se interpreta como una señal de terminación. Sin 
embargo, en unos cuantos casos al UGA le sigue una región de plegamiento en 
el mRNA que se une a un factor de elongación especial que da lugar a que el 
ribosoma sea capaz de reclutar un tRNAs en el sitio A más que un factor de 
terminación. Un vigésimo segundo aminoácido, pirrolisina, es codificado por otro 
codón de terminación (UAG) en el código genético de algunas arqueobacterias. 
La pirrolisina tiene sus propios tRNA y aa-tRNA sintetasa. 


de una molécula de tRNA que podría interactuar con un codón 
codificante en ese sitio. El enlace éster que vincula la cadena po- 
lipeptídica naciente con el tRNA se hidroliza luego y se libera 
el polipéptido completo. En este punto, la hidrólisis del GTP 
unido con el RF clase II (RF3 o eRF3) conduce a la liberación 
del RF clase I del sitio A del ribosoma. Los pasos finales de la 
traducción incluyen la liberación del tRNA desacilado del sitio 
P, disociación del mRNA del ribosoma y desensamble del ribo- 
soma en sus subunidades grande y pequeña como preparación 
a otra ronda de traducción. Estos pasos finales requieren varios 
factores proteínicos. En las células bacterianas, tales proteínas in- 
cluyen EF-G, 1F3 y RRE (ribosome recycling factor, factor recicla- 
dor de ribosoma), lo que fomenta la separación de la subunidad 
ribosómica. 


Vigilancia y control de calidad de mRNA 


Como los tres codones de terminación pueden formarse por 
cambios de una sola base de muchos otros codones (fig. 11-41), 
cabe esperar mutaciones que produzcan codones de detención 
dentro de la secuencia codificante de un gen. Las mutaciones 
de este tipo, denominadas mutaciones finalizadoras, se han es- 
tudiado por décadas y a ellas se atribuye cerca de 30% de las 
alteraciones hereditarias en seres humanos. Los codones de ter- 
minación prematura, como también se les llama, son asimismo 
introducidos comúnmente en los mRNA durante el empalme. 
Las células poseen un mecanismo de vigilancia del mRNA capaz 
de detectar mensajes con codones de terminación prematuros. 
En la mayor parte de los casos, los mRNA que contienen ta- 
les mutaciones se traducen sólo una vez antes de destruirse de 
manera selectiva por un proceso llamado deterioro mediado 
por falta de codificación (NMD, nonsense mediated decay). El 
sistema NMD protege a la célula de la producción de proteínas 
cortas no funcionales. 

¿Cómo puede una célula distinguir entre un codón de ter- 
minación legítimo que se supone termina la traducción de un 
mensaje y el codón de terminación prematura? Para resolver 
este acertijo, deben recordarse los sucesos que ocurren durante el 
procesamiento del pre-mRNA en las células de los mamíferos. 
No se mencionó antes, pero cuando un empalmosoma remueve 
un intrón, un complejo de proteínas se deposita en el transcrito 
20 a 24 nucleótidos en dirección 3' de la unión exón-exón re- 
cién formada. Este conglomerado de proteínas se conoce como 
complejo de unión exónico (EJC, exon-junction complex), el cual 
permanece unido al mRNA hasta que éste se traduce. En un 
mRNA normal, el codón de terminación casi siempre está pre- 
sente en el último exón y el EJC está justo proximal a ese sitio. 
Se piensa que cuando un mRNA sufre su ciclo inicial de tra- 
ducción, los EJC son desplazados por el avance en el ribosoma. 
Considérese lo que pasaría durante la traducción de un mRNA 
que tuviera un codón de terminación prematura. El ribosoma 
se detendría en el sitio de la mutación y entonces se disociaría, 
dejando cualesquiera EJC que estuvieran unidos al mRNA en 
dirección 3' del sitio de la terminación prematura. Esto pone en 
marcha una serie de sucesos que llevan a la destrucción enzimá- 
tica del mensaje anormal. 

El NMD es mejor conocido por su participación en la eli- 
minación de mRNA transcrito desde genes mutantes, como los 
causantes de la fibrosis quística o la distrofia muscular. Varias 


empresas de biotecnología están desarrollando fármacos que in- 
terfieren la acción del NMD y permiten que mRNA con codo- 
nes no codificantes sea traducido en proteínas. En la actualidad, 
pacientes con fibrosis quística y con distrofia muscular reciben 
tales fármacos en estudios clínicos. Aunque la proteína codifica- 
da por el gen mutante será anormalmente corta, es posible que 
aun así tenga suficiente actividad residual para rescatar al pacien- 
te de una enfermedad que es letal en caso contrario. 

El NMD sirve como otro recordatorio de la naturaleza 
oportunista de la evolución biológica. Como la evolución ha “to- 
mado ventaja” de la presencia de intrones para facilitar el inter- 
cambio de exones (pág. 448), también se ha utilizado el proceso 
por el cual estos insertos genéticos se remueven para establecer 
un mecanismo de control de calidad, el cual asegura que sólo el 
mRNA íntegro avance a un estado en el que puede traducirse. 


Polirribosomas 


Cuando un mRNA en el proceso de traducción se examina por 
medio de microscopia electrónica, se observa que diferentes ri- 
bosomas están unidos a lo largo de la cadena del mRNA. Este 
complejo ribosómico unido al mRNA se conoce como polirri- 
bosoma o polisoma (fig. 11-504). De manera inicial, cada uno 
de los ribosomas se ensambla a partir de sus subunidades en el 
codón de inicio y luego se desplaza hacia el extremo 3' del mRNA 
hasta alcanzar un codón de terminación. Conforme cada riboso- 
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FIGURA 11-50 Polirribosomas. (a) Dibujo esquemático de un polirri- 
bosoma (polisoma). (4) Este modelo tridimensional se generó a partir 
de tomografías crioelectrónicas de polisomas bacterianos en el acto de 
traducción in vitro. Para obtener las tomografías, las preparaciones se 
vitrificaron (congeladas para obtener hielo parecido al vidrio, sin forma- 
ción de cristales de hielo) en etano líquido a —196°C. Luego se tomaron 
micrografías electrónicas con el espécimen colocado en varios ángulos de 
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ma se mueve del codón de inicio, otro ribosoma se fija al mRNA 
y comienza su actividad de traducción. La tasa a la que ocurre 
el inicio de la traducción varía con el mRNA que se estudie; 
algunos mRNA tienen mucha mayor densidad de ribosomas re- 
lacionados en comparación con otros. La traducción simultánea 
del mismo mRNA por medio de un gran número de ribosomas 
incrementa en grado notorio la tasa de síntesis de proteínas den- 
tro de la célula. Estudios recientes con tomografía crioelectró- 
nica (sección 18.2) sugirieron que la disposición tridimensional 
y la orientación de los ribosomas dentro de un polisoma “libre” 
(o sea, no unido a una membrana) son bastante ordenados. La 
figura 11-506 muestra un modelo de un polisoma generado con 
esta técnica. Los ribosomas que conforman este polisoma mo- 
delo están en un conjunto denso y adoptaron una disposición en 
“fecha doble”. Además, cada uno de los ribosomas individuales 
se orienta de tal manera que su polipéptido naciente (filamentos 
rojos o verdes) se sitúe en su superficie externa de frente al cito- 
sol. Se sugiere que esta orientación maximiza la distancia entre 
las cadenas nacientes, lo que disminuye la probabilidad de que 
éstas interactúen entre sí y tal vez se agreguen. La figura 11-50c 
muestra una micrografía electrónica de polisomas unidos con la 
superficie citosólica de la membrana del retículo endoplásmico. 
Se presume que estos polisomas participaban en la síntesis de las 
proteínas de membrana y/o el organelo al momento en que se 
fijó la célula (pág. 278). Los ribosomas de cada polisoma parecen 
organizarse en la superficie de la membrana del ER en un asa 
circular o en una espiral. 

Ahora que se han descrito los sucesos básicos de la traduc- 
ción es necesario cerrar el capítulo con imágenes del proceso 
tomadas de una célula procariota (fig. 11-514) y otra eucariota 
(fig. 11-510). A diferencia de las células eucariotas, en las que 
la transcripción tiene lugar en el núcleo y la traducción en el 
citoplasma con la participación de diferentes pasos, las activi- 
dades correspondientes en células de procariotas están estrecha- 
mente acopladas. La síntesis de proteína en células bacterianas 
comienza en plantillas de mRNA antes de que la síntesis de este 
mRNA concluya. La síntesis de un mRNA procede en la misma 


inclinación, lo que aportó datos para generar una reconstrucción tridi- 
mensional. (c) Micrografía electrónica de un corte por raspadura a través 
del borde externo de una cisterna del ER rugoso. Los ribosomas están 
alineados en asas y espirales, lo que indica su unión con moléculas de 
mRNA para formar polisomas. (B: TOMADA DE FLORIAN BRANDT ET 
AL., POR CORTESÍA DE WOLFGANG BAUMEISTER, CELL 136:267, 2009, 
CON AUTORIZACIÓN DE CELL PRESS. C: POR CORTESÍA DE E. YAMADA.) 
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FIGURA 11-51 Visualización de la transcripción y la traducción. (a) 
Micrografía electrónica de partes de un cromosoma de E. coli que parti- 
cipa en la transcripción. El DNA se observa en la forma de líneas muy 
tenues que discurren a lo largo de la foto, en tanto que las cadenas del 
mRNA naciente se observan fijadas a uno de sus extremos, al parecer 
por una molécula de RNA polimerasa. Las partículas relacionadas con 
los RNA nacientes son ribosomas en el momento de la traducción; en 
bacterias, la transcripción y la traducción ocurren de manera simultánea. 
Las moléculas de RNA aumentan de longitud conforme crece la dis- 
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tancia al sitio de inicio. (4) Micrografía electrónica de un polirribosoma 
aislado de células de glándula de gusano de seda que producen gran 
cantidad de la proteína fibrosa de la seda. Esta proteína es lo suficien- 
temente grande para ser visible en la micrografía (las flechas apuntan 
a las cadenas de los polipéptidos emergentes). (B: REIMPRESA CON LA 
AUTORIZACIÓN DE Oscar L. MiLLER, JR., BARBARA A. HAMKALO Y C. 
A. Thomas, Science 169:392, 1970; O 1970 AMERICAN AssocIATION 
FOR THE ÁDVANCEMENT OF SCIENCE; B: CORTESÍA DE STEVEN L. Mc- 
KnicHT y Oscar L. MiLtER, Jr.) 


dirección conforme el movimiento de la traducción del mensaje 
de los ribosomas, esto es, avanza del extremo 5' al 3'. En conse- 
cuencia, tan pronto como una molécula de RNA ha comenzado 
a sintetizarse, el extremo 5' está disponible para la unión de los 
ribosomas. La micrografía de la figura 11-514 muestra un DNA 
sometido a transcripción, los mRNA nacientes bajo síntesis y los 
ribosomas que traducen a cada uno de los mRNA en formación. 
Las cadenas de proteínas sintetizadas no se observan en la mi- 
crografía de la figura 11-51a, pero son visibles en la micrografía 
de la figura 11-510, que muestra un solo polirribosoma aislado de 
una célula glandular de un gusano de seda. La proteína de seda 
sometida a síntesis es visible por su gran tamaño y naturaleza 
fibrosa. El desarrollo de técnicas para visualizar la transcripción y 
traducción, obra de Oscar Miller, Jr., ha posibilitado una demos- 
tración visual del proceso cuya sinopsis se expresó en términos 
bioquímicos. 


1. Describa algunos de los mecanismos en los cuales el 
paso de inicio de la traducción difiere respecto de los 
pasos de su elongación. 

2. ¿De qué manera el efecto de una mutación no 
codificante difiere de la mutación de marco de lectura?, 
¿por qué? 

3. ¿Qué es un polirribosoma?, ¿cómo difiere su formación 
en procariotas y eucariotas? 

4. Durante la elongación de la traducción, se puede 
afirmar que un aminoacil-tRNA entra en el sitio A, 
un peptidil-tRNA en el sitio P y un tRNA desacilado 
en el sitio E. Explique cómo ocurre cada uno de estos 
SUCESOS. 
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VÍAS EXPERIMENTALES 


Función del RNA en la catálisis 


La investigación en bioquímica y biología molecular durante el decenio 
de 1970 consolidó los conocimientos acerca de la función de las pro- 
teínas y ácidos nucleicos. Las proteínas son los agentes que activan los 
procesos de la célula, y las enzimas las que aceleran la velocidad de las 
reacciones químicas dentro de los organismos. Por otra parte, los ácidos 
nucleicos constituyen las moléculas encargadas de la información en la 
célula y almacenan instrucciones genéticas en sus secuencias nucleotí- 
dicas. La división del trabajo entre proteínas y ácidos nucleicos parecía 
bien definida como cualquier distinción establecida en las ciencias bio- 
lógicas. Entonces, en 1981, se publicó un trabajo que comenzó a diluir 
esta distinción.! 

Thomas Cech et al., de la University of Colorado habían estudiado 
el proceso mediante el cual el precursor del RNA ribosómico sintetiza- 
do por el protozoario ciliado Tetrahymena thermophila se convertía en 
moléculas de rRNA maduro. El pre-rRNA de T. thermophila contiene 
un intrón de casi 400 nucleótidos seleccionados de la transcripción pri- 
maria antes de unirse a los segmentos que deben ligarse. 

Con anterioridad, Cech había observado que los núcleos aislados 
de las células podían sintetizar el precursor pre-rRNA y efectuar la reac- 
ción de corte y empalme en su totalidad. Todavía no se aislaban enzimas 
de corte y empalme de ningún tipo celular y Tetrahymena podía ser un 
buen sistema para estudiar dichas enzimas. El primer paso fue aislar el 
precursor pre-rRNA en un estado intacto y luego determinar el número 
mínimo de componentes nucleares que debían agregarse a la mezcla 
de reacción para obtener un corte y empalme preciso. Se observó que 
al incubar núcleos aislados en un medio con cationes monovalentes en 
baja concentración (5 mM de NH,”), se sintetizaba la molécula de pre- 
rRNA pero el intrón no se separaba. Esto permitió a los investigadores 
purificar el precursor intacto, que planeaban utilizar como sustrato para 
analizar la actividad de corte y empalme en extractos nucleares. Sin em- 
bargo, observaron que al incubar el precursor purificado por sí solo en 
concentraciones más elevadas de NH,* en presencia de Mg?* y fosfato 
de guanosina (p. ej., GMP o GTP), el intrón se eliminó del precursor 
(fig. 1).* El análisis de la secuencia nucleotídica confirmó que el RNA 
pequeño separado del precursor era el intrón con un nucleótido añadido 
que contenía guanina en el extremo 5'. Se demostró que el nucleótido 
adicional se deriva del GTP agregado a la mezcla de reacción. 

El corte y empalme de un intrón es una reacción compleja que 
requiere el reconocimiento de las secuencias que limitan el intrón, la 
rotura de los enlaces fosfodiéster en ambos extremos del intrón y 
la unión de los fragmentos adyacentes. Se ha efectuado todo tipo de 
esfuerzos para eliminar cualquier proteína que pueda adherirse al RNA 
antes de probar su capacidad para realizar el corte y empalme. El 
RNA se ha extraído con detergente y fenol, se ha centrifugado a tra- 
vés de un gradiente y se ha tratado con una enzima proteolítica. Sólo 
hubo dos explicaciones razonables: el mecanismo de corte y empalme lo 
efectuaba una proteína unida firmemente al RNA o la molécula de pre- 
rRNA era capaz de sufrir corte y empalme por sí misma. Esta última 
idea no era fácil de aceptar. 

Para resolver el problema de la presencia de una proteína conta- 
minante, Cech et al. recurrieron a un sistema artificial que no tenía la 
posibilidad de contener proteínas nucleares de corte y empalme.? El 
DNA que codifica al precursor de rRNA se obtuvo a partir de E. coli 
y se purificó y utilizó como plantilla para la transcripción in vitro por 
una RNA polimerasa bacteriana purificada. El pre-rRNA sintetizado in 
vitro se purificó e incubó por sí solo en presencia de iones monovalentes 
y divalentes y un compuesto de guanosina. Puesto que el RNA nunca 
había estado en una célula, era imposible que estuviera contaminado 
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FIGURA 1 RNA ribosómico purificado de Tetrahymena marcado con PP, 
transcrito en concentraciones diferentes de (NH,),SO, y analizado por 
medio de electroforesis en geles de poliacrilamida. Los números en la 
parte superior indican la concentración de sulfato de amonio. Se pre- 
sentan dos grupos de muestras, “la forma nativa” y la forma desnatura- 
lizada por calor. Las muestras del último grupo se sometieron a ebulli- 
ción por 5 min en amortiguador y se incubaron en hielo para disociar 
cualquier molécula que se mantuviera unida con puentes de hidrógeno 
entre las bases complementarias. Las dos columnas de la derecha con- 
tienen rRNA bacterianos 16S y 235, que proveen los marcadores de 
tamaño conocido con los cuales se pueden comparar las otras bandas 
en el gel. Puede observarse a partir de las posiciones de las bandas que 
a medida que la concentración de sulfato de amonio aumenta, aparecen 
los RNA pequeños cuyo tamaño es igual a los intrones aislados (SI, se- 
cuencia interpuesta). Estos datos suministran la primera indicación de 
que el rRNA es capaz de cortar el intrón sin la ayuda de otros factores 
adicionales. (Tomana DE T. R. Cecu ET AL., CELL 27:488, 1981; con 
AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 


por enzimas celulares de corte y empalme. Aun así, el pre-rRNA aislado 
sufrió la reacción de corte y empalme tal y como había ocurrido en la 
célula. El RNA tenía que experimentar corte y empalme por sí solo. 

Como resultado de estos experimentos, el RNA mostró ser capaz 
de catalizar una reacción compleja de múltiples pasos. Los cálculos in- 
dicaron que esta reacción se había acelerado a una velocidad cercana 
a 10000 millones de veces mayor en comparación con la reacción no 
catalizada. Por lo tanto, al igual que las enzimas proteínicas, el RNA 
pudo acelerar de modo considerable una reacción química. La principal 
diferencia entre este RNA y las “enzimas proteínicas estándar” fue que 
el RNA actúa sobre sí mismo en lugar de hacerlo sobre un sustrato 
independiente. Cech denominó al RNA “ribozima”. 

En 1983 se descubrió un segundo ejemplo de la catálisis de RNA.’ 
Sidney Altman de la Yale University y Norman Pace del National Jewish 
Hospital en Denver eran colaboradores en el estudio de la ribonucleasa 
P, una enzima que interviene en el procesamiento de un RNA de trans- 
ferencia y es precursora en bacterias. La enzima era poco común dado 
que se componía de proteínas y RNA. Cuando se incubó en amortigua- 
dores con una concentración elevada de Mg?* (60 mM), la subunidad 
de RNA purificada pudo eliminar el extremo 5' del precursor del tRNA 
(línea 7, fig. 2), del mismo modo que la molécula íntegra de la ribonu- 
cleasa P lo haría dentro de la célula. Los productos de la reacción in 
vitro incluyen la molécula de tRNA madura procesada. Por el contrario, 
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FIGURA 2 Resultados de la electroforesis en geles de poliacrilamida de 
las mezclas de reacción que contenían el precursor del tirosiniltRNA 
(pTyr) y el precursor de otro RNA llamado RNA 4.55 (p4.5). Se des- 
cribe sólo el pTyr, que se procesa por lo general mediante la ribonuclea- 
sa P en dos moléculas de RNA, Tyr y 5'-Tyr (que es el extremo 5' del 
precursor). Las posiciones en las cuales estos tres RNA (pTyr, Tyr y 5'- 
Tyr) migran durante la electroforesis se indican en el lado izquierdo del 
gel. La línea 1 muestra los RNA que aparecen en la mezcla de reacción 
cuando pTyr (y p4.5) se incuba con la ribonucleasa P completa. Muy 
poco del pTyr permanece en la mezcla y se transforma en dos productos 
(Tyr y 5'-Tyr). La línea 5 señala los RNA que aparecen en la mezcla de 
reacción cuando pTyr se incuba con el componente proteínico purifi- 
cado de la ribonucleasa P. La proteína no corta al precursor del tRNA, 
como es evidente, por la ausencia de bandas en las que los dos productos 
deberían migrar. En cambio, cuando pTyr se incuba con el componente 
del RNA purificado de la ribonucleasa P (línea 7), el pTyr se procesa 
de manera eficiente como al utilizar la ribonucleoproteína intacta. (To- 
MADA DE CECILIA GUERRIER-TOKADA ET AL. CELL 35:850, 1983; con 
AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 


la subunidad de proteína aislada de la enzima no tenía actividad catalí- 
tica (línea 5, fig. 2). 

Para eliminar la posibilidad de que una proteína contaminante 
fuera en verdad la que catalizaba la reacción, se sintetizó in vitro la por- 
ción de RNA de la ribonucleasa P a partir de una plantilla de DNA 
recombinante. Tal y como se observó con el RNA extraído de las células 
bacterianas, este RNA sintetizado de forma artificial, sin proteína algu- 
na añadida, pudo cortar con precisión al precursor del tRNA.* A dife- 
rencia de la enzima procesadora de rRNA estudiada por Cech, el RNA 
de la ribonucleasa P actúa sobre otra molécula como sustrato y no sobre 
sí misma. Por lo tanto, se demostró que las ribozimas pueden tener las 
mismas propiedades catalíticas que las enzimas proteínicas. En la figura 
3 se muestra un modelo de la interacción entre la subunidad catalítica de 
RNA de la ribonucleasa P y un precursor del sustrato de tRNA. 

La demostración que el RNA podía catalizar reacciones químicas 
suscitó una atmósfera apropiada para reformular una pregunta añeja: 
¿qué componente de la subunidad ribosómica grande es la transferasa 
de peptidilo, es decir, el catalizador de la formación de los enlaces peptí- 
dicos? Durante la década de 1970, diferentes hallazgos independientes 
plantearon la posibilidad de que el RNA ribosómico podía efectuar algo 
más que tan sólo actuar como andamiaje para mantener las proteínas 
ribosómicas en la posición adecuada para catalizar la traducción. Entre 
los hallazgos se incluyeron los siguientes tipos de datos: 


1. Ciertas cepas de E. coli portan genes que codifican proteínas que 
destruyen bacterias y se conocen como colicinas. Se sabe que una de 
estas toxinas, la colicina E3, inhibe la síntesis de proteínas en células 
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FIGURA 3 Un modelo molecular de una porción de la subunidad RNA 
catalítica de la ribonucleasa P bacteriana (en blanco) y su sustrato uni- 
do, el tRNA precursor (en rojo). El sitio del tRNA precursor, donde lo 
corta la ribozima, se indica con una esfera en amarillo. (CorTESÍA DE 
Michazgz E. Harris y Norman R. Pace.) 


bacterianas sensibles. Los ribosomas aislados de células tratadas con 
colicina E3 parecen del todo normales, de acuerdo con la mayor par- 
te de los criterios, pero no sostienen la síntesis de proteínas in vitro. 
Un análisis más detallado de estos ribosomas reveló que el defec- 
to residía en el rRNA, no en las proteínas ribosómicas. La colicina 
cortó el RNA 168 de la subunidad pequeña en casi 50 nucleótidos 
desde su extremo 3' y ésta es la causa de que la subunidad completa 
no apoyara la síntesis de proteínas.* 

2. El tratamiento de las subunidades grandes ribosómicas con ribonu- 
cleasa T,, una enzima que corta las uniones entre los nucleótidos ac- 
cesibles de RNA, destruye la capacidad de la subunidad para efectuar 
la reacción de la transferasa de peptidilo.* 

3. Diferentes estudios con antibióticos que inhiben la formación de 
enlaces peptídicos, incluidos el cloranfenicol, carbomicina y eritro- 
micina, sugieren que estos fármacos actúan sobre el RNA ribosómi- 
co, no en la proteína. Por ejemplo, se encontró que los ribosomas se 
vuelven resistentes a los efectos del cloranfenicol como resultado de 
sustituciones en las bases del RNA ribosómico.” 

4. Se ha demostrado que los RNA ribosómicos tienen secuencias de 
bases muy conservadas, mucho más que las secuencias aminoací- 
dicas de las proteínas ribosómicas. Algunas de las regiones de los 
RNA ribosómicos virtualmente no cambian en ribosomas aislados 
de procariotas, plantas y animales, al igual que en ribosomas aisla- 
dos de mitocondrias y cloroplastos. El hecho de que las secuencias 
de rRNA estén muy conservadas sugiere que las moléculas tienen 
una participación crucial en la función del ribosoma.*? De hecho, 
en una publicación de 1975, C.R. Woese et al. señalaron lo siguien- 
te: “puesto que la correlación entre estas regiones conservadas y los 
sitios conocidos de unión de proteínas ribosómicas es escasa o no 
existe, hay una fuerte implicación de que las grandes regiones del 


RNA participen de forma directa en la función ribosómica”.* 


Después del descubrimiento del RNA catalítico en los laborato- 
rios de Cech y Altman, se intensificó la investigación sobre la función 
del RNA ribosómico. Los estudios que llevaron a cabo Harry Noller 
et al. de la University of California, en Santa Cruz, precisaron que el 
sitio en el RNA ribosómico reside sobre o bien alrededor del centro de 
la transferasa de peptidilo.? En un estudio se mostró que los RNA 
de transferencia, unidos al ribosoma protegen a las bases específicas en 


el rRNA de la subunidad grande, del ataque de agentes químicos espe- 
cíficos. La protección del ataque químico es evidencia de que el tRNA 
debe estar situado muy cerca de las bases del rRNA que se encuentran 
protegidas. La protección se pierde si el extremo 3' del tRNA (el ex- 
tremo con el CCA unido al aminoácido) se elimina. Éste es el extremo 
del tRNA que participa en la formación del enlace peptídico, del cual 
cabría esperar que residiera muy cerca del sitio de la transferasa de pep- 
tidilo. 

Los intentos de asignar una función particular al RNA ribosómico 
aislado han fallado. Se considera que aun si el RNA ribosómico carece 
de función específica, la presencia de proteínas ribosómicas es por lo 
menos necesaria para mantener el rRNA en su conformación apropiada. 
Al considerar que las proteínas ribosómicas y el rRNA evolucionaron de 
forma conjunta durante miles de millones de años, sería de esperar que 
las dos moléculas dependieran la una de la otra. A pesar de esta expec- 
tativa, en 1992 Noller et al. demostraron por fin la capacidad catalítica 
del rRNA aislado." Al trabajar con ribosomas en particular estables de 
Thermus aquaticus, una bacteria que vive a temperaturas elevadas, Noller 
trató preparaciones de la subunidad ribosómica grande con un deter- 
gente para obtener proteína (SDS), una enzima que degrada proteínas 
(proteinasa K) y varios lavados con fenol, un desnaturalizante de proteí- 
nas. Juntos, estos agentes removieron al menos 95% de las proteínas de 
la subunidad ribosómica y separaron al rRNA. La mayor parte del 5% 
de la proteína vinculada con el rRNA consistía en pequeños fragmen- 
tos de proteínas ribosómicas. A pesar de la eliminación de casi todas 
las proteínas, el rRNA retuvo la actividad de la transferasa de peptidilo 
en 80% de la subunidad intacta. El cloranfenicol y el tratamiento con 
ribonucleasa bloquearon la actividad catalítica. Cuando el RNA se so- 
metió a tratamientos adicionales para remover la cantidad pequeña de 
proteína remanente, la preparación perdió su actividad catalítica. Como 
es muy raro que la proteína remanente tenga cualquier actividad catalí- 
tica de importancia, se presume por estos experimentos que la transfe- 
rasa de peptidilo es una ribozima. 

Esta conclusión se confirmó por los estudios de cristalografía 
de rayos X que realizaron Thomas Steitz, Peter Moore et al. de la Yale 
University sobre la subunidad ribosómica grande de Haloarcula maris- 
mortui, una arqueobacteria que vive en el Mar Muerto. Un modelo de 
esta subunidad se muestra en la imagen inicial del capítulo en la página 
419. Para identificar el sitio de la transferasa de peptidilo dentro de la 
subunidad ribosómica grande, estos investigadores sometieron los cris- 
tales de estas subunidades a la acción de CCdA-puromicina-fosfato, 
una sustancia que inhibe la formación del enlace peptídico por medio 
de la unión al sitio activo de la transferasa de peptidilo. La determina- 
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ción de la estructura de estas subunidades por resolución atómica reveló 
la localización del inhibidor de unión y de esa forma la localización 
del sitio de la transferasa de peptidilo.*? En este estudio se encontró 
que el sitio activo del inhibidor se une dentro de una hendidura de 
la subunidad que está rodeada enteramente por residuos nucleotídicos 
conservados del 23S rRNA. De hecho, no existe ninguna cadena lateral 
de aminoácidos de las proteínas ribosómicas en alrededor de 18 Á del 
sitio donde se sintetiza un enlace peptídico. Esto apoya de manera rele- 
vante la conclusión de que el ribosoma es una ribozima.Vése referencia 13 para 


obtener una revisión de estos temas. 
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SINOPSIS > 


La comprensión de la relación entre los genes y las proteínas es 
resultado de algunas observaciones clave. La primera observación 
importante se debe a Garrod, quien aseguró que las personas que 
sufren enfermedades metabólicas hereditarias carecen de enzimas 
específicas. Más adelante, Beadle y Tatum indujeron mutaciones en 
los genes de Neurospora e identificaron las reacciones metabólicas 
específicas afectadas. Estos estudios condujeron al concepto de “un 
gen-una enzima” y más adelante a la versión más depurada de 
“un gen-una cadena polipeptídica”. Ingram describió por primera 
vez las consecuencias moleculares de una mutación y demostró que 
la drepanocitosis, una enfermedad hereditaria, se debía a la sustitu- 
ción de un solo aminoácido en una cadena de globina (pág. 420). 


El primer paso en la expresión de un gen es la transcripción de una 
cadena de la plantilla de DNA que efectúa una RNA polimerasa. 


Las moléculas de la polimerasa se dirigen al sitio apropiado sobre el 
DNA al unirse a una región promotora, que en casi todos los casos se 
halla justo delante del sitio en que se inicia la transcripción. La poli- 
merasa se desplaza en sentido 3' a 5' a lo largo de la cadena de DNA 
que sirve como plantilla y ensambla una cadena complementaria y 
antiparalela de RNA que se proyecta desde su extremo terminal 5' en 
dirección 3'. A cada paso a lo largo de la cadena, la enzima cataliza 
una reacción en la cual se hidrolizan los trifosfatos de ribonucleósido 
(NTP) para transformarse en monofosfatos de nucleósido conforme 
se incorporan. La reacción también se controla por hidrólisis del pi- 
rofosfato liberado. Los procariotas poseen un solo tipo de RNA po- 
limerasa que puede relacionarse con varios factores sigma diferentes, 
que determinan qué genes se transcriben. El sitio donde se inicia la 
transcripción se establece por una secuencia de nucleótidos localizada 
unas 10 bases por delante del sitio de inicio (pág. 422). 
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Las células eucariotas tienen tres RNA polimerasas distintas (I, 
II y II), cada una encargada de la síntesis de diferentes grupos 
de RNA. Alrededor de 80% de la RNA celular se conforma con 
RNA ribosómico (rRNA). La RNA polimerasa I sintetiza los RNA 
ribosómicos (con excepción de las especies 55); la RNA polimerasa 
TII, el RNA de transferencia y rRNA 55; y la RNA polimerasa II el 
mRNA. Los tres tipos de RNA derivan de transcripciones primarias 
que son más largos que el producto final de RNA. El procesamiento 
del RNA requiere una gran variedad de RNA nucleares pequeños 
(snRNA) (pág. 426). 


Tres de los cuatro rRNA eucariotas (5.88, 18S y 28S) se sinte- 
tizan a partir de una sola unidad de transcripción, constituida 
por DNA (rDNA) y localizada dentro del nucléolo, y se procesa 
mediante una serie de reacciones nucleolares. Los nucléolos de 
oocitos de anfibios pueden estar dispersos para revelar el DNA ac- 
tivo en transcripción, que toma la forma de una cadena de “árbol 
de Navidad”. Cada uno de los árboles es una unidad de transcrip- 
ción, cuyas ramas pequeñas representan RNA cortos que están en 
un periodo temprano de transcripción, esto es, muy cercanos al sitio 
donde se inició la síntesis de RNA. Los análisis de estos complejos 
muestran ordenamientos en tándem de los genes de rRNA, espa- 
ciadores no transcritos que separan las unidades de transcripción y 
ribonucleoproteínas relacionadas (RNP), partículas que intervienen 
en el procesamiento de las transcripciones. Se han estudiado los pa- 
sos en el procesamiento del rRNA al exponer a células de cultivo 
de mamíferos a precursores marcados, como ['*C]metionina, cuyos 
grupos metilo se transfieren a diferentes nucleótidos de pre-rRNA. 
La presencia de grupos metilo protege al parecer a ciertos sitios en el 
RNA del corte por nucleasas y contribuye al plegamiento de la mo- 
lécula de RNA. Cerca de la mitad de las transcripciones primarias 
455 se elimina durante el curso de la formación de los productos de 
los tres RNA maduros. El nucléolo es también el sitio de ensamble 


de dos subunidades ribosómicas (pág. 428). 


Estudios de cinética de RNA marcados con rapidez sugirieron 
primero que los mRNA procedían de precursores mucho más 
grandes. Cuando se incubaban células eucariotas, de uno a pocos 
minutos en uridina marcada con *H, u otros precursores de RNA 
marcados, la mayor parte del marcador se incorpora al grupo de 
moléculas de RNA de peso molecular muy elevado y diversas se- 
cuencias de nucleótidos y se restringe en el núcleo. Este RNA se 
conoce como RNA nuclear heterogéneo (o hnRNA). Cuando las 
células incubadas por un breve lapso con [*H]Juridina se siguen en 
un medio con precursores no marcados durante 1 h o más, la ra- 
diactividad aparece en el mRNA citoplásmico más pequeño. Este y 
otros datos, como la presencia de capuchones 5' y colas poli(A) 3' 
en hnRNA y mRNA, llevó a concluir que el hnRNA es el precursor 
del mRNA (pág. 434). 


Los pre-mRNA se sintetizan por acción de la RNA polimerasa II 
junto con algunos factores de transcripción general que permiten 
a la polimerasa reconocer el sitio de DNA apropiado e iniciar la 
transcripción en el nucleótido adecuado. En muchos genes, el pro- 
motor se sitúa entre las bases 24 y 32 por delante del sitio de inicio 
en una región que contiene la secuencia TATA. Esta caja TATA la 
identifica la proteína de unión a la caja TATA (TBP), cuya unión al 
DNA inicia el ensamble de un complejo de preinicio. La fosforila- 
ción de una porción de la RNA polimerasa lleva a la separación de la 
polimerasa y al comienzo de la transcripción (pág. 435). 


Una de las revisiones más importantes del concepto de gen se lle- 
vó a cabo a finales del decenio de 1970 tras descubrir que las re- 
giones codificantes de un gen no forman una secuencia continua 
de nucleótidos. Las primeras observaciones a este respecto se efec- 
tuaron en estudios de transcripción en el genoma del adenovirus en 


el cual se encontró que la porción terminal de un número diferente 
de mRNA se compone de la misma secuencia de nucleótidos que 
codifican varios segmentos discontinuos en el DNA. Las regiones 
entre los segmentos codificantes se conocen como secuencias de in- 
terferencia o intrones. Una condición semejante se identificó pronto 
en los genes celulares, como los que codifican a la globina beta y 
la ovoalbúmina. En este caso, las regiones del DNA que codifican 
porciones del polipéptido (exones) se separan la una de la otra por 
regiones no codificantes (intrones). Análisis posteriores indicaron 
que el gen se transcribe en su totalidad como transcripción primaria. 
Las regiones correspondientes a los intrones se eliminan después 
del pre-mRNA y los extremos codificantes adyacentes se ligan a su 
vez. Este proceso de eliminación y ligación se conoce como corte y 


empalme de RNA (pág. 437). 


Los principales pasos en el procesamiento de las transcripciones 
primarias en mRNA incluyen la adición de un capuchón 5', la 
formación de un 3' terminal, la adición de una cola de 3' poli(A) 
y la eliminación de intrones. La formación del capuchón 5' ocurre 
por reacciones secuenciales en las cuales se elimina el fosfato termi- 
nal, un GMP se une en una orientación invertida y los grupos me- 
tilo se transfieren a la guanosina y el primer nucleótido de la propia 
transcripción. El extremo 3' terminal del mRNA se genera por des- 
doblamiento de la transcripción primaria justo en el sitio localizado 
por debajo de un punto de reconocimiento AAUAAA y la adi- 
ción de residuos de adenosina, uno a la vez, mediante la polimerasa 
poli(A). La eliminación de los intrones de la transcripción primaria 
depende de la presencia de residuos invariables en ambos sitios del 
empalme 5' y 3' sobre cualquier lado de cada intrón. El corte y 
empalme se efectúa por medio de un empalmosoma que contiene 
varias proteínas y partículas ribonucleoproteínicas (snRNP) que se 
ensamblan de forma gradual en el sitio donde se retira el intrón. 
Los estudios sugieren que los saRNA de los empalmosomas, tal 
vez junto con las proteínas, son los componentes con actividad ca- 
talítica de las snRNP. Uno de los beneficios aparentes del corte de 
genes es la facilidad con la cual los exones pueden intercambiarse 
dentro del genoma y generar nuevos genes a partir de porciones de 
los preexistentes (pág. 440). 


La mayor parte de las células eucariotas tiene un mecanismo lla- 
mado RNA de interferencia inducido por RNA bicatenario que 
lleva a la destrucción de los mRNA complementarios. El RNA 
de interferencia ha evolucionado al parecer como mecanismo de de- 
fensa contra la infección viral o la movilidad de los transposones. 
Los investigadores han tomado ventaja de este fenómeno como una 
herramienta para detener la síntesis de proteínas específicas al uti- 
lizar como blancos sus mRNA. Los genomas eucariotas codifican 
grandes cantidades de pequeños micro-RNA (miRNA) (20 a 25 nu- 
cleótidos) que regulan la traducción de mRNA específicos. Tanto los 
siRNA como los miRNA se generan en una maquinaria de procesa- 
miento común que incluye a la enzima Dicer, que divide al precursor 
y un complejo efector RISC, que sujeta el RNA guía monocatenario 
que corta el mRNA o bloquea su traducción. Una tercera clase de 
pequeños RNA reguladores, llamados piRNA, se forman a partir de 
precursores de RNA monocatenarios y no requieren de la enzima 
Dicer durante su generación. Los piRNA permanecen activos para 
suprimir la movilidad del elemento transponible en las células ger- 


minales (pág. 448). 


La información para la incorporación de aminoácidos en un po- 
lipéptido se codifica en la secuencia de tripletes de codones del 
mRNA. Además de encontrarse en el triplete, el código genético 
no está superpuesto y es del tipo degenerado. En un código no 
superpuesto, cada nucleótido es parte de un codón, y sólo de uno, por 
tanto el ribosoma debe moverse a lo largo del mensaje tres nucleó- 
tidos a la vez. El ribosoma se une al mRNA en el codón de inicio, 


AUG, el cual pone automáticamente al ribosoma en un marco de 
lectura adecuado para que lea de modo correcto el mensaje por en- 
tero. El código de tripletes construido de cuatro diferentes nucleóti- 
dos puede tener 64 (4%) codones diferentes. El código es degenerado 
porque muchos de sus 20 aminoácidos diferentes tienen más de un 
codón. De los 64 posibles codones, 61 especifican a un aminoácido, 
mientras que los otros tres son codones de terminación que llevan 
al ribosoma a concluir la traducción. La asignación de codones es 
en esencia universal y sus secuencias son tales que la sustitución de 
bases en el mRNA tiende a reducir al mínimo el efecto sobre las 


propiedades del polipéptido (pág. 455). 


El RNA de transferencia codifica la información del alfabeto nu- 
cleotídico del DNA y RNA durante el procesamiento de la tra- 
ducción. Los RNA de transferencia son pequeños RNA (73 a 93 
nucleótidos de longitud) que muestran similitud, forma de L, es- 
tructura tridimensional y un número de residuos invariables. Un ex- 
tremo del tRNA porta el aminoácido y el otro extremo contiene una 
secuencia anticodón de tres nucleótidos que es complementaria del 
codón triplete del mRNA. Los requerimientos estéricos de comple- 
mentariedad entre el codón y el anticodón disminuyen en la tercera 
posición del codón para permitir diferentes codones que codifican el 
mismo aminoácido para usar el mismo tRNA. Es esencial que cada 
tRNA se una a un aminoácido propio (específico), es decir, el ami- 
noácido codificado por el codón de mRNA para el cual el anticodón 
de tRNA se une. La unión del tRNA a su propio aminoácido la lleva 
a cabo un grupo de enzimas conocidas como aminoacil-tRNA sin- 
tetasas. Cada enzima es específica para uno de los 20 aminoácidos y 
es capaz de reconocer todos los tRNA para los cuales el aminoácido 


debe unirse (pág. 457). 


z 
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La síntesis de proteínas es una actividad de síntesis compleja 
que incluye a todos los diferentes tRNA con sus aminoácidos a 
los cuales se unen los ribosomas, el mRNA, varias proteínas, los 
cationes y GTP. El proceso se divide en tres actividades: inicio, 
elongación (o alargamiento) y terminación. Las actividades princi- 
pales del inicio incluyen la unión precisa de la subunidad ribosómica 
pequeña al codón de inicio del mRNA, que establece el marco de 
lectura para todo el proceso de traducción; la entrada al ribosoma del 
tRNA iniciador especial; y el ensamblado del mecanismo de traduc- 
ción. Durante la elongación ocurre un ciclo de entrada del tRNA, 
formación del enlace peptídico y la salida del tRNA que inicia otro 
ciclo con cada aminoácido incorporado. El aminoacil tRNA penetra 
en el sitio A, donde se une al codón complementario del mRNA. 
Conforme entra cada tRNA, el polipéptido emergente fijado al 
tRNA del sitio P se transfiere al aminoácido sobre el tRNA del sitio 
A y forma un enlace peptídico. Una porción del rRNA grande que 
actúa como ribozima cataliza la formación de enlaces peptídicos. En 
el último paso de la elongación, el ribosoma se transloca al siguiente 
codón del mRNA, a medida que el tRNA desacilado del sitio P se 
transfiere al sitio E, y el tRNA desacilado que estaba en el sitio E 
se libera desde el ribosoma. El inicio y la elongación requieren la 
hidrólisis de GTP. La traducción termina cuando el ribosoma alcan- 
za uno de los tres codones de detención. Después que un ribosoma 
se ensambla en el codón de inicio y se desplaza una distancia corta 
hacia el extremo 3" del mRNA, casi siempre otro ribosoma se fija 
al codón de inicio, de tal modo que varios ribosomas traducen cada 
mRNA de manera simultánea, lo que incrementa en buena medida 
la tasa de síntesis de proteína dentro de la célula. El complejo for- 
mado por un mRNA y sus ribosomas acompañantes constituye un 


polirribosoma (pág. 461). 
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1. Al observar la carta de codones de la figura 11-41, ¿cuáles ca- 
bría esperar que tuvieran un tRNA único, es decir, un tRNA 
que sólo utiliza un codón?, ¿por qué muchos codones carecen 
de su propio tRNA único? 

2. La proflavina es un compuesto que se inserta por sí mismo 
dentro del DNA y causa mutaciones de marco de lectura (pág. 
466). ¿De qué forma el efecto sobre la secuencia aminoacídica 
de una mutación inducida por flavina difiere entre un código 
superpuesto y uno no superpuesto? 


3. Se ha aislado un nuevo fármaco que sólo tiene un efecto en el 
metabolismo celular; este agente inhibe por completo la elimi- 
nación de pre-rRNA al RNA ribosómico. Después de tratar un 
cultivo de células de mamífero con este fármaco se suministra a 
las células [*H]uridina por 2 min y entonces crecen las células 
en presencia del medicamento en un medio no marcado por 4 h 
antes de extraer el RNA y centrifugarlo a través de un gradiente 
de sacarosa. Dibuje las curvas que se obtendrían tras registrar 
la absorbancia a 260 nm y la radiactividad contra la fracción 
obtenida del gradiente. Marque la abscisa (eje X) con valores 


de S del RNA. 


4. Con base en el mismo eje de la pregunta anterior, trace el perfil 
del RNA radiactivo que debería obtener después de incubar un 
cultivo de las células de mamífero por 48 h en [*H]uridina sin 
ningún fármaco inhibidor. 

5. Asúmase que se elabora un RNA sintético a partir de un di- 
nucleótido repetitivo (p. ej., AGAGAGAG) y luego se utiliza 
este RNA como mensajero para sintetizar un polipéptido en 
un sistema sintetizador de proteínas in vitro, como el que em- 


plearon Nirenberg y Matthaei para producir polifenilalanina. 
¿Qué tipo de polipéptido esperaría producir a partir de este 
polinucleótido en particular?, ¿esperaría tener más de un tipo 
de polipéptido producido?, ¿por qué? 

6. Si hallara una enzima que se incorporara al azar en nucleóti- 
dos dentro de un polímero sin el requerimiento de un plantilla, 
¿cuántos codones diferentes podría encontrar en un RNA sin- 
tético elaborado con dos precursores de nucleótidos distintos 
(p. ej., CTP y ATP)? (Una enzima denominada fosforilasa de 
polinucleótido cataliza este tipo de reacción y se empleó en es- 
tudios para identificar codones.) 


7. Dibuje las partes de una globina 15S pre-mRNA y marque las 


posiciones no codificantes. 


8. ¿Cuál es el menor número de GTP necesario para sintetizar un 
pentapéptido? 
9. En los mismos ejes de la figura 10-17, trace dos curvas de re- 


naturalización, una para el DNA extraído del tejido cerebral de 
Xenopus y otra para el DNA extraído de oocitos de Xenopus. 


10. ¿Estaría de acuerdo con la siguiente afirmación? El descubri- 
miento de que la drepanocitosis es resultado del cambio de un 
solo aminoácido demuestra que el código genético no está su- 
perpuesto. ¿Por qué? 

11. La talasemia es una enfermedad caracterizada por mutaciones 
que convierten codones de aminoácidos en codones de termi- 
nación. Supóngase que debe comparar los polipéptidos sinte- 
tizados in vitro a partir del mRNA purificado de una gran va- 
riedad de pacientes con talasemia. ¿Cómo esperaría comparar 
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12. 


13. 


14. 


15. 


16. 


estos polipéptidos? Observe la carta de codones de la figura 
11-41; ¿cuántos codones de aminoácidos pueden convertirse en 
codones de detención al sustituir una sola base? 


¿Piensa usted que sería teóricamente posible obtener un código 
genético con sólo dos letras, A y T? Si es así, ¿cuál sería el me- 
nor número de nucleótidos requeridos para elaborar un codón? 


En la página 448 se describen los experimentos que llevaron 
a la síntesis de ribozimas con actividad catalítica única. En el 
año 2001, una ribozima artificial que se aisló fue capaz de in- 
corporar más de 14 ribonucleótidos en el extremo de un RNA 
existente al usar una cadena de RNA como plantilla. La ribo- 
zima puede emplearse en cualquier secuencia de RNA como 
plantilla y podría incorporar nucleótidos complementarios en 
una cadena de RNA de novo con una precisión de 98.5%. Si 
usted fuera un defensor del mundo del RNA antiguo, ¿cómo 
debería usar este hallazgo para apoyar su caso?, ¿prueba esto la 
existencia de un mundo de RNA antiguo? Si así es, ¿qué pro- 
veería la evidencia más sólida de la existencia de dicho mundo? 


¿Cómo es posible que la síntesis de mRNA ocurra a una mayor 
tasa en las células bacterianas que en cualquier otro tipo, aun- 
que muy poco mRNA se encuentre dentro de la célula? 


Si un codón para serina es 5'-AGC-3', el anticodón para este 
triplete sería 5'- — — — -3'. ¿Cómo afectaría el fenómeno de 
bamboleo a esta interacción codón-anticodón? 


Uno de los principales argumentos para asegurar que las pro- 
teínas evolucionaron antes que el DNA (es decir, el mundo del 
RNA evolucionó en un mundo de RNA-proteína, no tanto en 


17. 


18. 


19. 


20. 


un mundo de RNA-DNA) se basa en el hecho de que la ma- 
quinaria de la traducción incluye una gran variedad de RNA (p. 
ej., los tRNA, rRNA), en la que la maquinaria de transcripción 
no muestra evidencia de la participación del RNA. ¿Podría ex- 
plicar cómo tal argumento acerca de los estados de evolución 
temprana debe basarse en estas observaciones? 


Las mutaciones en el marco de lectura y mutaciones no codifi- 
cantes se describieron en la página 466. Se observó que las mu- 
taciones no codificantes llevan a menudo a la destrucción por 
NMD de un mRNA que contiene un codón de terminación 
prematuro. ¿Esperaría que el mRNA contenga mutaciones en 
el marco de lectura para someterse a NMD? 


Las puntas de flecha en la figura 11-16 indican la dirección 
de la transcripción de varios genes de tRNA. ¿Qué le dice este 
dibujo acerca de la actividad de las plantillas de cada cadena de 
una molécula de DNA dentro de un cromosoma? 


Los genes se descubrieron casi siempre por hallazgos de un 
fenotipo anormal resultante de una mutación genética. De ma- 
nera alternativa, pueden reconocerse por examen de secuencias 
de DNA de un genoma. ¿Por qué se supone que los genes que 
codifican a los miRNA no se descubrieron hasta fecha muy 
reciente? 


En la página 456 se dijo que los cambios de codones sinónimos 
por lo general no alteran el fenotipo de un organismo. ¿Puede 
pensar en alguna ocasión en la que esto no fuera verdad? ¿Qué 
le dice esto sobre las necesidades de codificación del material 
genético? 
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o obstante las obvias diferencias en forma y función, las células que 

forman parte de un organismo multicelular contienen un mismo jue- 

go completo de genes. La información genética presente en las células 
eucariotas especializadas puede compararse a un libro con el anteproyecto para cons- 
truir un edificio gigante de propósitos múltiples. Durante la construcción del mismo, 
con toda probabilidad se necesitará el anteproyecto completo, pero sólo pequeñas 
partes de la información que encierra servirán para la consulta durante el trabajo de 
construcción de una habitación o un piso en particular. Lo mismo vale en el caso 
de un huevo fertilizado, el cual contiene instrucciones genéticas completas que se 
copian con la mayor fidelidad y se distribuyen en cada célula de un organismo en 
desarrollo. El resultado consiste en que las células diferenciadas portan mucha más 
información genética de la que alguna vez pueden llegar a necesitar. En consecuencia, 
las células disponen de mecanismos que les permiten expresar la información genética 
que contienen de manera selectiva, a lo que siguen las instrucciones necesarias para 
cada célula en determinado momento. En el presente capítulo se exploran algunas de 
las vías por medio de las cuales las células controlan la expresión génica, y por lo tanto 
se aseguran que ciertas proteínas se sinteticen mientras que otras no. Sin embargo, la 
explicación inicia por la descripción de la estructura y propiedades del núcleo de la 
célula eucariota, sitio donde se localiza gran parte de la maquinaria reguladora. Ml 


Micrografía electrónica de barrido de una molécula de DNA bacteriano (en azul) con una pro- 
teína reguladora (que se llama NtrC y que se observa en tonos amarillentos) unida en un sitio 
ubicado justo arriba de un gen que codifica para la sintetasa de glutamina. La fosforilación de la 
proteína NtrC permite activar la transcripción del gen regulado. Un microscopio electrónico de 
barrido mide la altura de la muestra en varias partes al nivel atómico, que se convierte en colores 
como los que se muestran en la figura del recuadro superior derecho. (TomaDa DE I. RoMBEL ET 
AL., POR CORTESÍA DE S. KUSTU, UNIVERSITY OF CALIFORNIA, BERKELEY, COLD SPRINGS 
Har5Bor Symr. QuaAnr. BroL. 63:160, 1998.) 
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12.1 NÚCLEO DE UNA CÉLULA EUCARIOTA 


Si se considera su importancia en el almacenamiento y utiliza- 
ción de la información genética, el núcleo de una célula eucariota 
tiene una morfología más bien común (fig. 12-1). El contenido 
del núcleo se presenta como una masa amorfa y viscosa de ma- 
terial encerrada por una envoltura nuclear compleja, que forma 
una transición entre el núcleo y el citoplasma. Dentro del núcleo 
de una interfase típica (es decir, no mitótica) la célula tiene: 1) 
los cromosomas, que se observan como fibras de nucleoproteína 
muy extendidas, denominada cromatina; 2) uno o más nucléolos, 


(b) 


FIGURA 12-1 El núcleo celular. (2) Micrografía electrónica de un núcleo 
de célula HeLa en interfase. La heterocromatina (pág. 485) es evidente 
alrededor de la superficie interna de la envoltura nuclear. Pueden verse 
dos nucléolos prominentes y algunos grumos de cromatina diseminados 
en el nucleoplasma. (4) Esquema que muestra algunos de los principa- 
les componentes del núcleo. (A: TOMADA DE WerNER W. FRANKE, INT. 
Rev. CYTOL. (suPL) 4:130, 1974.) 


estructuras electrodensas de forma irregular que funcionan en la 
síntesis del RNA ribosómico (ácido ribonucleico) y el ensamble 
de ribosomas (se explica en la página 428); 3) el nucleoplasma, una 
sustancia líquida en la que los solutos del núcleo se disuelven, y 
4) la matriz nuclear, una red fibrilar que contiene proteínas. 


La envoltura nuclear 


La separación del material genético de una célula y el citoplasma 
circundante puede ser la distinción más importante entre células 
eucariotas y procariotas, lo que confiere el carácter de punto de 
referencia de la evolución biológica a la aparición de la envoltura 
nuclear. Esta última consta de dos membranas celulares orga- 
nizadas en paralelo una con la otra y separadas por un espacio 
de 10 a 50 nm (fig. 12-24); estas membranas sirven como una 
barrera que protege los iones, los solutos y las macromoléculas 
que pasan entre el núcleo y el citoplasma. Las dos membranas 
se fusionan en sitios que forman poros circulares que contienen 
proteínas organizadas en complejos. Una célula de mamífero pro- 
medio contiene varios miles de proteínas nucleares. Por lo ge- 
neral la membrana externa está tapizada con ribosomas y se 
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FIGURA 12-2 La envoltura nuclear. (a) Esquema que muestra la mem- 
brana doble, el complejo del poro nuclear, la lámina nuclear y la conti- 
nuidad de la membrana externa con el retículo endoplásmico rugoso. 
Ambas membranas de la envoltura nuclear contienen su propio com- 
plemento distintivo de proteínas. (5) Micrografía electrónica de un corte 
a través de una porción de la envoltura nuclear de una célula de raíz de 
cebolla. Nótense la doble membrana (NM) con un espacio interpuesto, 
el complejo del poro nuclear (NPC) y la heterocromatina relacionada 
(HC) que no se extiende en la región de los poros nucleares. (B: TOMADA 
DE WERNER W. FRANKE ET AL., J]. CELL Bro. 91:47s, 1981; MEDIANTE 
AUTORIZACIÓN DE DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNI- 
VERSITY PrEss.) 


continúa con la membrana de retículo endoplásmico rugoso. El 
espacio entre las membranas se continúa con la luz (lumen) del 
retículo endoplásmico (RE) (fig. 12-2a). 

La superficie interna de la envoltura nuclear de las células 
animales se une mediante proteínas del tipo integral de membra- 
na a una delgada red de filamentos que se conoce como lámina 
nuclear (fig. 12-3). La lámina nuclear brinda el apoyo mecánico 
a la envoltura nuclear y sirve como sitio de unión para las fi- 
bras de cromatina de la periferia nuclear (fig. 12-20); asimismo, 
participa (de una manera que aún no se comprende bien) en la 
duplicación y transcripción del DNA (ácido desoxirribonuclei- 
co). Los filamentos de la lámina nuclear miden alrededor de 10 
nm de diámetro y se componen de polipéptidos, denominados 
láminas. Las láminas son miembros de la misma superfamilia 
de polipéptidos que se ensamblan en filamentos intermedios de 
10 nm del citoplasma (cuadro 9-2). Como en el citoplasma, la 
integridad de los filamentos intermedios que forman la lámina 
nuclear se regula por fosforilación y desfosforilación. Se piensa 
que el desensamble de la lámina nuclear previo a la mitosis se 
induce por fosforilación de las láminas mediante una proteína 
cinasa específica. 

Las mutaciones en uno de los genes de la lámina (LMNA) 
son la causa de diversas enfermedades del ser humano, inclui- 
da una forma rara de distrofia muscular (llamada EDMD2) en 
la cual las células musculares contienen núcleos excepcional- 
mente frágiles. Las mutaciones en la lámina A también se han 
vinculado con una enfermedad llamada síndrome de progeria 
de Hutchinson-Gilford (HGPS, Hutchinson-Gilford progeria 
syndrome), que se caracteriza por envejecimiento prematuro y 
muerte durante la adolescencia a causa de ataque cardiaco o apo- 


(a) Sum (b) 


FIGURA 12-3 La lámina nuclear. (a) Núcleo de una célula humana culti- 
vada que se tiñó con anticuerpos fluorescentes par revelar la lámina nuclear 
(rojo), que se encuentra en la superficie interna de la envoltura nuclear. La 
matriz nuclear (pág. 499) está teñida de verde. (4) Micrografía electrónica 
de una envoltura nuclear desecada y congelada, sombreada con metal de 
un oocito de Xenopus que se extrajo con un detergente no iónico Triton 
X-100. La lámina se ve como una malla más bien continua con filamen- 
tos con orientación casi perpendicular entre ellos. El inserto muestra un 
área bien conservada del cual se eliminaron los poros nucleares en forma 
mecánica. (c) Estas micrografías muestran el núcleo dentro de un fibro- 
blasto que se cultivó a partir de un paciente con HGPS (hilera inferior) 
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plejía. En la figura 12-3c se muestran los núcleos malformados 
de las células de un paciente con HGPS, lo cual demuestra la 
importancia de la lámina nuclear como un determinante de 
la estructura del núcleo. Resulta interesante notar que el fenotipo 
ilustrado en la figura 12-3c se ha rastreado hasta una mutación 
sinónima, esto es, una que generó un codón diferente a partir del 
mismo aminoácido. En este caso, el cambio en la secuencia de 
DNA alteró el modo en que se empalmó la transcripción génica, 
lo cual condujo a la producción de una proteína más corta, con la 
consecuencia del genotipo alterado. Este ejemplo ilustra el modo 
en que la secuencia de un gen sirve como “código múltiple”, uno 
que dirige la maquinaria de traducción y otro que dirige la ma- 
quinaria de empalme y plegamiento proteínico. 


La estructura del complejo del poro nuclear y su función 
en el intercambio nucleocitoplásmico La envoltura nu- 
clear es la barrera entre el núcleo y el citoplasma, y los poros 
nucleares son las compuertas para cruzar esta barrera. A diferen- 
cia de la membrana citoplásmica, que previene el paso de ma- 
cromoléculas entre el citoplasma y el espacio extracelular, la en- 
voltura nuclear es un punto de actividad para el movimiento de 
RNA y proteínas en ambas direcciones entre el núcleo y el cito- 
plasma. La replicación y la transcripción del material genético al 
interior del núcleo requieren la participación de gran número de 
proteínas que se sintetizan en el citoplasma y se transportan a 
través de la envoltura nuclear. En cambio, los mRNA, los tRNA 
y las subunidades ribosómicas que se manufacturan en el núcleo 
deben transportarse por la envoltura nuclear en dirección opues- 
ta. Algunos componentes, como los snRNA del espliceosoma 
(pág. 444), se mueven en ambas direcciones; éstos se sintetizan 
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o un sujeto sano (hilera superior). Las células se tiñeron para mostrar la 
proteína lámina A (columna izquierda), para DNA (columna media) o se 
muestran en estado vivo con el microscopio óptico con contraste de fase 
(columna derecha). El núcleo celular del paciente con HGPS es anormal 


3um (c) 


por la presencia de una proteína lámina A trunca en la lámina nuclear. (A: 
TOMADA DE H. Ma, AJ. SteGEL Y R. BEREZNEY; J. CELL BroL. 146:535, 
1999; AUTORIZACIÓN DE DERECHOS DE THE ROCKEFELLER UNIVERSITY 
PRESS. B: REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE U. A£Bı, J. Conn, L. BUHLE 
Y L. GERaAcE, NATURE 323:561, 1986, © corYrIGHT 12986, MACMILLAN 
Macazınes LIMITED. C: TOMADA DE ANNA MATTOUT ET AL., POR COR- 
TESÍA DE RoBErT D. GOLDMAN, Curr. Orin. CELL BroL. 18:338, 2006.) 
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en el núcleo, se ensamblan en las partículas de RNP (ribonu- 
cleoproteína) en el citoplasma y luego regresan al núcleo, donde 
participan en el procesamiento de mRNA. Para apreciar la mag- 
nitud del tráfico entre los dos componentes celulares principales, 
considérese una célula HeLa, que se estima contiene alrededor 
de 10000000 de ribosomas. A fin de ensamblar este gran núme- 
ro de ribosomas, un solo núcleo de HeLa debe importar cerca 
de 560000 proteínas ribosómicas y exportar alrededor de 14000 
subunidades ribosómicas cada minuto. 

¿Cómo pasan todos estos materiales a través de la envoltura 
nuclear? En una aproximación inicial, una suspensión de dimi- 
nutas partículas de oro se inyectó en células y su paso a través de 
la envoltura nuclear se observó al microscopio electrónico. Como 


(c) 0.1 um 


FIGURA 12-4 Movimiento de materiales a través del poro nuclear. (a) 
Micrografía electrónica de un extremo del citoplasma nuclear de un 
oocito de rana tomado minutos después de la inyección con partículas 
de oro cubiertas con una proteína que en condiciones normales se en- 
cuentra en el núcleo. Se observa que estas partículas pasan a través del 
centro del poro nuclear (flechas) en su ruta desde el citoplasma hacia el 
núcleo. (5) En una magnificación mucho más definida puede verse que 
las partículas de oro se organizan en un arreglo lineal dentro de cada 
poro. (c) Micrografía electrónica de un corte a través de la envoltura 
nuclear de una célula de insecto que muestra el movimiento del material 
granular (al parecer se trata de una subunidad ribosómica) a través del 
poro nuclear. (a Y B: CORTESÍA DE C. M. FELDHERR; C: TOMADA DE 
BARBARA J. STEVENS Y Hewson SwrrT, J. CELL Bior. 31:72, 1966; ME- 
DIANTE AUTORIZACIÓN DE DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER 
UNIVERSITY Press.) 


se ilustra en la figura 12-4a, b, estas partículas se mueven del cito- 
plasma al núcleo mediante el paso de una sola fila por el centro 
de los poros nucleares. Las micrografías electrónicas de células 
fijadas en el curso normal de sus actividades también muestran 
que el material particulado puede pasar a través de un poro nu- 
clear. La figura 12-4c presenta un ejemplo, en el que se presume 
que el material granular consiste en una subunidad ribosómica que 
pasa por uno de los poros. 

Con base en el hecho de que materiales tan grandes como 
las partículas de oro y las subunidades ribosómicas penetran por 
los poros nucleares, podría asumirse que estos poros son conduc- 
tos de abertura, pero es todo lo contrario. Los poros nucleares 
contienen un aparato complejo en forma de canastilla denomi- 
nado complejo de poro nuclear (NPC, nuclear pore complex) 
que al parecer sella el poro de manera similar a un tapón, que 
se proyecta tanto al citoplasma como al nucleoplasma. La es- 
tructura del complejo de poro nuclear puede verse en las mi- 
crografías electrónicas de la figura 12-5 y el modelo de la figura 
12-6. El complejo de poro nuclear es un complejo supramole- 
cular característico (15 a 30 veces la masa del ribosoma), que 
presenta simetría octagonal a causa de la repetición óctuple de 
varias estructuras (fig. 12-6). A pesar de su tamaño y complejidad 
considerables, los NPC contienen sólo alrededor de 30 proteínas 
diferentes, denominadas nucleoporinas, que están muy conserva- 
das entre las levaduras y los vertebrados. Cada nucleoporina está 
presente en por lo menos ocho copias, en relación con la simetría 
octagonal de la estructura. El NPC no es una estructura estática, 
como lo demuestra el hallazgo de que muchas de sus proteínas 
componentes se sustituyen con nuevas copias en cuestión de se- 
gundos a minutos. 

Entre las nucleoporinas hay un subgrupo de proteínas que 
tiene una gran cantidad de repeticiones fenilalanina-glicina (FG, 
según su nombre de una sola letra) en su secuencia de amino- 
ácidos. Las repeticiones FG se aglomeran en una región particu- 
lar de cada molécula llamada dominio FG. Por su composición 
inusual de aminoácidos, los dominios FG tienen una estructura 
desordenada (pág. 56) que les confiere una organización exten- 
dida y flexible. Se cree que las nucleoporinas que contienen re- 
petición FG recubren el conducto del NPC con sus dominios 
FG filamentosos que se extienden hasta el corazón del conducto 
de 20 a 30 nm de ancho. Los dominios FG forman una red o 
tamiz hidrófobo que impide la difusión de macromoléculas más 
grandes (mayores de 40000 Da) entre el núcleo y el citoplasma. 

En 1982, Robert Laskey et al. del Medical Research Council 
de Inglaterra encontraron que la nucleoplasmina, una de las pro- 
teínas que más abundan en el núcleo de los oocitos de anfibio, 
contiene un grupo de aminoácidos cercanos a su grupo carboxilo 
terminal (C-terminal) que funcionan como una señal de locali- 
zación nuclear (NLS, nuclear localization signal). Esta secuencia 
capacita a una proteína para que pase por los poros nucleares y 
penetre en el núcleo. La mejor estudiada, o NLS “clásica”, con- 
siste en una o dos secuencias cortas de aminoácidos con carga 
positiva. El antígeno T codificado por el virus SV40, por ejem- 
plo, contiene una señal de localización nuclear que se identifica 
como -Pro-Lis-Lis-Lis-Arg-Lis-Val-. Si un aminoácido no po- 
lar reemplaza uno de los aminoácidos básicos en esta secuencia, 
la proteína no puede localizarse en el núcleo. Por el contrario, si 
esta señal de localización nuclear se fusiona con una proteína ex- 
tranuclear, como la albúmina sérica, y se inyecta en el citoplasma, 


(c) 0.6 um 


FIGURA 12-5 Micrografía electrónica de barrido de un complejo de 
poro nuclear de envolturas nucleares aisladas de un oocito de an- 
fibio. (a) Cara citoplásmica de la envoltura nuclear que muestra los 
gránulos citoplásmicos periféricos de un complejo de poro nuclear. 
(2) Cara nuclear de la envoltura nuclear que muestra una apariencia 
semejante a una canasta en la parte interna de la porción del complejo. 
(c) Cara nuclear de la envoltura que muestra la distribución de los 
NPC y los sitios donde las porciones intactas de la lámina nuclear 
(NEL) se conservan. En todas estas micrografías las envolturas nuclea- 
res aisladas se fijaron, deshidrataron y cubrieron con metal. (TomADA 
DE M. W. GoLnBErG Y T. D. Arren, J. CELL Bior. 119:1431, 1992; 
MEDIANTE AUTORIZACIÓN DE DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKE- 
FELLER UNIVERSITY Press.) 
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FIGURA 12-6 Un modelo de un complejo de poro nuclear (NPC) de 
vertebrado. Representación tridimensional de un NPC de vertebrado 
tal como se sitúa en la envoltura nuclear. Esta elaborada estructura con- 
siste en varias partes, incluido un andamiaje que fija el complejo a la 
envoltura nuclear, un anillo citoplásmico y nuclear, una canasta nuclear y 
ocho filamentos citoplásmicos. Las nucleoporinas que contienen FG re- 
cubren el conducto, con sus dominios con FG desordenados extendidos 
hacia la abertura, forman una malla hidrófoba. 


NUCLEOPLASMA 


la proteína modificada se concentra en el núcleo. Por tanto el 
direccionamiento de proteínas hacia el núcleo es similar en prin- 
cipio al tráfico de otras proteínas que se destinan a la segregación 
dentro de un organelo, como una mitocondria o un peroxisoma 
(pág. 309). En todos estos casos las proteínas poseen una “direc- 
ción” específica que es reconocida por un receptor específico que 
media su transporte hacia el interior del organelo. 

El estudio del transporte nuclear es un campo de investiga- 
ción muy activo, impulsado por el desarrollo de sistemas in vitro 
capaces de importar de manera selectiva proteínas y RNP ha- 
cia el núcleo. Mediante estos sistemas los investigadores pueden 
identificar cuáles son las proteínas necesarias para la importación 
nuclear de una macromolécula particular. Tales esfuerzos identi- 
ficaron una familia de proteínas que funcionan como receptores de 
transporte, que mueven macromoléculas a través de la envoltura 
nuclear. Dentro de esta familia, las importinas mueven macromo- 
léculas del citoplasma hacia el núcleo y las exportinas lo hacen en 
la dirección opuesta. 

La figura 12-74 describe algunos de los pasos principales 
que ocurren durante la importación nuclear de una proteína, 
como una nucleoplasmina, que contiene una señal de localiza- 
ción nuclear clásica. La importación inicia como una proteína 
que contiene la NLS unida a un receptor soluble de NLS hete- 
rodimérico, conocido como importina a/B, que reside en el cito- 
plasma (paso 1, fig. 12-74). Al parecer el receptor de transporte 
escolta a la proteína “de carga” a la superficie externa del núcleo 
donde ésta se ancla a los filamentos citoplásmicos que se extien- 
den desde el anillo externo del complejo de poro nuclear (paso 
2). La figura 12-74 muestra un número de partículas de oro uni- 
das a estos filamentos; tales partículas se cubrieron con una pro- 
teína nuclear que contiene la señal de localización nuclear que se 
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transporta a través del complejo del poro nuclear. E1 complejo 
receptor-cargamento se mueve luego por el poro nuclear (paso 
3, fig. 12-7a) mediante una serie de interacciones sucesivas con 
los dominios FG de las nucleoporinas que contienen FG. Se cree 
que estas interacciones “disuelven” porciones de la malla rica en 
FG que llena el interior del conducto, lo que permite el paso del 
complejo receptor-cargamento por el complejo del poro nuclear. 

Ahora que el cargamento unido ya pasó por el NPC y llegó 
al compartimiento nuclear, es necesario presentar a otro partici- 
pante clave, una proteína de unión con GTP llamada Ran. Como 
otras proteínas de unión con GTP, como Sar1 (pág. 290) y EF- 
Tu (pág. 464) descritas en capítulos previos, Ran puede encon- 
trarse en forma activa unida con GTP o en forma inactiva unida 
con GDP. La función de Ran en la regulación del transporte 
nucleocitoplásmico se basa en mecanismos en los que la célula 
mantiene una alta concentración de proteína Ran-GTP en el 
núcleo y una concentración muy baja de la misma en el citoplas- 


FIGURA 12-7 Importación de proteínas del citoplasma al núcleo. (a) 
Pasos propuestos de la importación de proteínas al núcleo según se des- 
cribe en el texto. Las proteínas que portan una señal de localización 
nuclear (NLS) se unen a un receptor heterodimérico (importina a/B) 
(paso 1) para formar un complejo que se relaciona con los filamentos 
citoplásmicos (paso 2). El receptor del complejo de carga se mueve a tra- 
vés del poro nuclear (paso 3) y al interior del nucleoplasma donde inter- 
actúa con la Ran-GTP y se disocia (paso 4). La subunidad de importina 
B, en relación con Ran-GTP, se transporta de nuevo al citoplasma, don- 
de Ran-GTP se hidroliza (paso 5). Después Ran-GDP se transporta de 
nuevo al núcleo, donde se convierte en Ran-GTP. En cambio, la impor- 
tina a se transporta de regreso al citoplasma. (4) La nucleoplasmina es 
una proteína presente en grandes concentraciones en el nucleoplasma de 
los oocitos de Xenopus. Cuando las partículas de oro se cubren con pro- 
teína nucleoplasmina y se inyectan dentro del citoplasma de los oocitos 
de Xenopus, puede verse que se unen a los filamentos citoplásmicos (CF) 
que se proyectan desde el anillo externo del complejo del poro nuclear. 
También se observa que varias partículas transitan a través del poro nu- 
clear (NP) hacia el núcleo. (A: CON BASE EN UN MODELO DE M. OHNO 
ET AL., CELL 92:327, 1998; B: TOMADA DE W. D. RICHARDSON ET AL., 
CELL 52:662, 1988; CON AUTORIZACIÓN DE CELL PRESS, CORTESÍA DE 


A. D. Miis.) 


ma. El gradiente tan alto de Ran-GTP a través de la envoltura 
nuclear depende de la compartimentalización de ciertas proteí- 
nas accesorias (véase la figura 15-19% para encontrar una mayor 
explicación). Una de estas proteínas accesorias (RCC1) se secues- 
tra en el núcleo, donde promueve la conversión de Ran-GDP 
en Ran-GTP y de esta forma mantiene las concentraciones nu- 
cleares de Ran-GTP altas. Otra proteína accesoria (RanGAP1) 
reside en el citoplasma, donde facilita la hidrólisis de Ran-GTP 
en Ran-GDP y mantiene la baja concentración citoplásmica de 
Ran-GTP. Por tanto la energía liberada por la hidrólisis de GTP 
se emplea en la conservación del gradiente de Ran-GTP a través 
de la envoltura nuclear. Como se revisa más adelante, el gradiente 
Ran-GTP impulsa el transporte nuclear por un proceso que de- 
pende sólo de la difusión mediada por receptor; en este proceso 
no participan proteínas motoras o ATP-asas. 

Ahora puede regresarse a la descripción de la vía clásica de 
la importación de NLS. Cuando el complejo importina-carga 


llega al núcleo, lo recibe una molécula de Ran-GP'P, que se une al 
complejo y causa su desensamble como se indica en el paso 4 de 
la figura 12-74. Ésta es la función aparente de las concentraciones 
de Ran-GTP altas en el núcleo: la promoción del desensamble de 
los complejos importados del citoplasma. La carga importada se 
libera en el nucleoplasma y una porción de receptor de NLS (la 
subunidad importina B) se lanza de regreso al citoplasma junto 
con la proteína Ran-GTP (paso 5). Una vez en el citoplasma, la 
molécula de GTP unida a Ran se hidroliza y libera Ran-GDP 
de la subunidad f de la importina. Ran-GDP regresa al núcleo, 
donde se convierte de nuevo a un estado unido a GT'P para efec- 
tuar ciclos adicionales de actividad. La importina a se transporta 
de nuevo al citoplasma mediante una de las exportinas. 

Ran-GTP desempeña una función importante en la escolta 
de macromoléculas desde el núcleo, del mismo modo que lo hace 
en su importación desde el citoplasma. Recuérdese que, en esen- 
cia, Ran-GTP se confina al núcleo. Mientras que Ran-GTP in- 
duce el desensamble de complejos importados, como se muestra 
en el paso 4 de la figura 12-74, Ran-GTP promueve el ensamble 
de complejos de exportación. Las proteínas exportadas del nú- 
cleo contienen secuencias aminoacídicas denominadas señales de 
exportación nuclear, o NES, que son reconocidas por receptores de 
transporte que las acarrean a través de la envoltura nuclear hacia 
el citoplasma. La mayor parte del movimiento de tránsito en esta 
dirección consiste en varios tipos de moléculas de RNA (mRNA, 
rRNA y tRNA) que se sintetizan en el núcleo y funcionan en el 
citoplasma. En la mayor parte de los casos estos RNA se mueven 
a través del NPC como ribonucleoproteínas (RNP). 

El transporte de una mRNP del núcleo al citoplasma se re- 
laciona con una remodelación extensa; ciertas proteínas se des- 
prenden del mRNA, mientras que otras se agregan al complejo. 
No parece que el transporte de mRNP requiera de Ran, pero sí 
necesita la actividad de una RNA helicasa situada en los filamen- 
tos citoplásmicos del NPC. Se especula que la helicasa aporta la 
fuerza motriz para mover al mRNA hacia el citoplasma. Nume- 
rosos estudios demuestran un vínculo funcional entre el corte y 
empalme (splicing) de pre-mRNA y la exportación de mRNA; 
sólo los mRNA maduros (procesados por completo) pueden 
transportarse fuera del núcleo. Si un mRNA aún contiene un 
intrón no sometido a corte y empalme, el RNA se retiene en el 
núcleo. 


Cromosomas y cromatina 


Al parecer los cromosomas aparecen al principio de la mitosis y 
desaparecen una vez que la división celular concluye. La apari- 
ción y desaparición de los cromosomas hizo surgir en los citó- 
logos una pregunta que los desafiaba: ¿cuál es la naturaleza de 
los cromosomas en una célula no mitótica? En la actualidad se 
cuenta con la capacidad para generar una respuesta razonable a 
esta pregunta. 


Empaquetamiento del genoma Una célula humana pro- 
medio contiene cerca de 6.4 mil millones de pares de bases de 
DNA divididos entre 46 cromosomas (el valor para el número 
de cromosomas diploides no replicados). Cada cromosoma no 
replicado contiene una molécula continua y única de DNA; en- 
tre más largo es el cromosoma, más largo es el DNA que contie- 
ne. Puesto que cada par de bases mide alrededor de 0.34 nm de 
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longitud, la longitud de los 6 mil millones de pares de bases que 
constituyen una molécula de DNA completa se aproxima a 2 m. 
¿Cómo pueden ajustarse 2 m de DNA en un núcleo de sólo 10 
pum (1 X 107% m) de diámetro y al mismo tiempo mantener el 
DNA en un estado accesible para las enzimas y proteínas regu- 
ladoras? De igual importancia, ¿cómo se organiza la única mo- 
lécula de DNA de cada cromosoma de modo que no se enrede 
en forma irremediable con las moléculas de otros cromosomas? 
La respuesta radica en la notable manera en la que se empaqueta 


una molécula de DNA. 


Nucleosomas: el nivel mínimo de organización cromosómica Los 
cromosomas se componen de DNA y proteínas relacionadas, que 
en conjunto se conocen como cromatina. El empaquetamiento 
ordenado del DNA eucariota depende de las histonas, un im- 
portante grupo de pequeñas proteínas que poseen un contenido 
inusualmente alto de los aminoácidos básicos arginina y lisina. 
Las histonas se dividen en cinco clases, que pueden distinguir- 
se por su relación arginina/lisina (cuadro 12-1). Las secuencias 
aminoacídicas de las histonas, en particular H3 y H4, experi- 
mentaron pocos cambios durante largos periodos de la evolu- 
ción. Por ejemplo, las histonas H4 tanto de guisantes como de 
vacas contienen 102 aminoácidos y sus secuencias difieren sólo 
en dos residuos de aminoácidos. ¿Por qué están tan conservadas 
las histonas? Una razón es que éstas interactúan con el esqueleto 
de la molécula de DNA, que es idéntico en todos los organismos. 
Además casi todos los aminoácidos de una molécula de histona 
participan en una interacción con otra molécula, ya sea DNA u 
otra histona. Como resultado, muy pocos aminoácidos de una 
histona pueden reemplazarse con otros aminoácidos sin afectar 
de manera significativa la función de la proteína. 

A principio del decenio de 1970, se encontró que cuando la 
cromatina se trataba con nucleasas inespecíficas, la mayor parte 
de los DNA, se convertía en fragmentos de casi 200 pares de 
bases de longitud. En cambio, un tratamiento similar del DNA 
desnudo (es decir, DNA sin proteínas) producía al azar una po- 
blación de fragmentos de DNA de diferentes tamaños. Este ha- 
llazgo sugirió que el DNA cromosómico estaba protegido del 
ataque enzimático, excepto en ciertos sitios repetidos a lo lar- 
go de su longitud. Se supuso que las proteínas relacionadas con 
DNA conferían la protección. En 1974, con los datos obtenidos 
de la digestión de nucleasa y otros tipos de información, enton- 
ces Roger Kornberg que en ese momento se encontraba en la 
Harvard University, propuso una estructura por completo nueva 
para la cromatina. Kornberg postuló que el DNA y las histonas 
se organizan en subunidades repetidas, denominadas nucleoso- 
mas. Ahora se sabe que cada nucleosoma contiene una partícula 


CUADRO 12-1 Histonas del timo de ganado bovino 


Número de Masa UEP* 
Histona residuos (kDa) %Arg %Lis (x 107% años) 
H1 215 23.0 jl 29 8 
H2A 129 14.0 9 11 60 
H2B 125 13.8 6 16 60 
H3 135 15.3 13 10 330 


H4 102 11.3 14 11 600 


*Unidad de periodo evolutivo: el tiempo en que la secuencia de aminoácidos de una 
proteína cambia 1% después que dos especies divergieron. 
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FIGURA 12-8 Organización de la cromatina en nucleosomas. (a) Es- 
quema que muestra la estructura de una partícula de nucleosoma nu- 
clear y una molécula de histona H1 relacionada. La partícula nuclear 
por sí misma consiste en alrededor de 1.8 vueltas (146 pares de bases) 
de DNA superenrollado en forma negativa alrededor de las ocho molé- 
culas de histona nuclear (dos de cada H2A, H2B, H3 y H4). La histona 
de unión H1 se une cerca de los sitios donde el DNA entra y sale del 


nuclear de nucleosoma que consiste en 146 pares de bases de DNA 
superenrollado (pág. 390) envuelto por lo menos dos veces al- 
rededor de un complejo en forma de disco de ocho moléculas 
de histona (fig. 12-84). El núcleo de histona de cada nucleo- 
soma consta de dos copias de cada histona H2A, H2B, H3 y 
H4, ensambladas en un octámero, como se revisa más adelante. 
La histona restante (la del tipo H1), reside fuera de la partícula 
central del nucleosoma. La histona H1 se refiere como histona 
de unión porque enlaza parte del DNA de unión que conecta una 
partícula con la siguiente, es decir, un nucleosoma con el siguien- 
te. Los estudios con fluorescencia indican que las moléculas H1 
se disocian y vuelven a unirse de forma continua con cromatina. 
La proteína H1 y el octámero de histona interactúan juntos con 
alrededor de 168 pares de bases del DNA. Las moléculas de his- 
tona H1 pueden retirarse de manera selectiva de las fibras de cro- 
matina mediante el tratamiento con soluciones de fuerza iónica 
baja. Cuando la cromatina libre de histona H1 se observa bajo el 
microscopio electrónico, las partículas nucleares del nucleosoma 
y el DNA desnudo que establece la unión entre histona e histona 
pueden verse como elementos separados, lo que confiere la apa- 
riencia de “cuentas de un collar” (fig. 12-82). 

La comprensión del empaquetamiento del DNA avanzó de 
manera notable en años recientes gracias a los importantes datos 
de la partícula del núcleo de nucleosoma obtenidos por cristalo- 
grafía de rayos X (fig. 12-9). Las ocho moléculas de histona que 
comprenden una proteína nuclear del nucleosoma se organizan 
en cuatro heterodímeros: dos dímeros H2A-H2B y dos dímeros 
H3-H4 (fig. 12-9a,c). La dimerización de las moléculas de histo- 
na está mediada por sus dominios C-terminal, que constan sobre 
todo de hélices a (representadas por cilindros en la figura 12-9c) 
plegadas en una masa compacta en el centro del nucleosoma. 
En cambio, el segmento amino terminal (N-terminal) de cada 
núcleo histónico (y también el segmento C-terminal de H2A) 
toma la forma de una cola flexible y larga (representada por las 


nucleosoma. Se muestran dos posiciones alternas de la molécula de H1. 
(0) Micrografía electrónica de fibras de cromatina liberadas del núcleo 
de una célula de Drosophila en un amortiguador de muy baja fuerza 
iónica. Las partículas nucleares de nucleosoma miden cerca de 10 nm 
de diámetro y se conectan mediante cadenas cortas de DNA de unión, 
que miden alrededor de 2 nm de diámetro. (B: CORTESÍA DE Oscar L. 
MizLzEr, Jr.) 


líneas punteadas en la figura 12-9c) que se extiende más allá de la 
hélice de DNA y hacia los alrededores. Estas colas son el blanco 
de una variedad de modificaciones covalentes cuyas funciones 
clave se exploran más adelante en este capítulo. 

Las modificaciones histónicas no son sólo un mecanismo 
para alterar las características de las histonas de los nucleosomas. 
Además de las cuatro histonas “convencionales” que se revisa- 
ron antes, diferentes versiones alternativas de núcleo de histonas 
también se sintetizan en la mayor parte de las células. La impor- 
tancia de estas variantes de histonas, como se denominan, aún 
no se determina, pero al parecer tienen funciones especializadas 
(cuadro 12-2). La localización y las presuntas funciones de una 
de estas variantes, CENP-A, se estudia en la página 496. Otra 
variante, la H2A.X, se distribuye a través de la cromatina, donde 
reemplaza a la histona convencional H2A en una fracción de 
los nucleosomas. H2A.X se convierte en fosforilada en sitios 
de rotura del DNA y puede participar en el reclutamiento de las 
enzimas que reparan el DNA. Otras dos variantes de histonas 
centrales (H2A.Z y H3.3) pueden incorporarse en nucleosomas 
de genes que están activados, y es posible que participen en pro- 
mover la transcripción del locus genético. 


CUADRO 12-2 Variantes de histonas 


Tipo Variante Localización Función relacionada 


HA 
H2AX A lo largo de Reparación del DNA 
la cromatina 
H2AZ Eucromatina Transcripción 
macroH2A Inactivación del Desactivación 
Cromosoma X transcripcional 
H3 
CENP-A Centrómero Ensamble del 
cinetocoro 
H3.3 Transcripción de loci Transcripción 


FIGURA 12-9 Estructura tridimensional de un nucleosoma como se 


revela mediante cristalografía de rayos X. (a) Partícula nuclear de nu- 
cleosoma vista desde el eje central de la hélice de DNA, que muestra 
la posición de cada una de las ocho moléculas de histona en el núcleo 
octamérico. Se observa que las histonas se organizan dentro de cuatro 
complejos diméricos. Cada dímero de histona une 27 a 28 pares de bases 
de DNA, con contactos que ocurren donde el surco menor de DNA toca 
el núcleo de histona. (5) Esta vista perpendicular al eje central evidencia 
la forma de disco de la partícula nuclear del nucleosoma. Los dos dímeros 
H3 y H4 se vinculan entre sí en el centro de la partícula nuclear y forman 
un tetrámero, en tanto que los dos dímeros H2A-H2B se posicionan uno 
a cada lado del tetrámero (H3-H4),. (c) Modelo esquemático simplifica- 
do de la mitad de una partícula nuclear de nucleosoma que muestra una 


vuelta de la súper hélice del DNA (73 pares de bases) y cuatro moléculas 
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de histona nuclear. Las cuatro histonas se presentan en colores diferentes, 
como lo indica la clave de colores. Cada histona nuclear consta de: 1) 
una región globular, conocida como “histona plegada”, que consiste en 
tres hélices a (representadas por los cilindros) y 2) una cola N-terminal 
extendida y flexible (indicada por la letra N) que se proyecta fuera del 
disco de histona más allá de la doble hélice de DNA. Los puntos intermi- 
tentes de interacción entre las moléculas de histona y el DNA se indican 
con ganchos de color blanco. Las líneas punteadas señalan la porción 
más externa de las colas de histona; estas colas flexibles carecen de una 
estructura terciaria definida y por tanto no aparecen en las estructuras 
obtenidas por rayos X que se muestran en a y 5. (A Y B: REIMPRESAS 
CON AUTORIZACIÓN DE KAROLIN LUGER ET AL., NATURE 389:251, 1997; 
CORTESÍA DE TIMOTHY J. RICHMOND. C: REDIBUJADA DE D. RHoDES; 
© DERECHOS RESERVADOS 1997, MacmILLAN MAGAZINES LIMITED.) 


El DNA y los núcleos de histonas se mantienen juntos me- 
diante distintos tipos de enlaces no covalentes, inclusive los en- 
laces iónicos entre los fosfatos con carga negativa del esqueleto 
de DNA y los residuos con carga positiva de las histonas. Las 
dos moléculas hacen contacto en sitios donde el surco menor del 
DNA se relaciona con el núcleo de la histona, lo que ocurre a 
intervalos aproximados de 10 pares de bases (ganchos blancos en 
la figura 12-9c). Entre estos puntos de contacto las dos moléculas 
están separadas por un espacio considerable, que debe brindar 
acceso a los factores de transcripción de DNA y otras proteínas 
que unen DNA. Aunque por muchos años se pensó que las his- 
tonas eran moléculas estructurales inertes, como se verá en las 
siguientes secciones, estas pequeñas proteínas tienen funciones 
de importancia crítica en la determinación de la actividad del 
DNA con el que se relacionan. Ya es evidente que la cromatina es 
un componente celular dinámico en el que las histonas, proteínas 
reguladoras y una multitud variada de enzimas entran y salen del 
complejo de nucleoproteína para facilitar las tareas del complejo 
en la transcripción, compactación, replicación, recombinación y 
reparación del DNA. 

Esta sección inició resaltando la forma cómo un núcleo de 
10 ¡um de diámetro puede empaquetar 200 000 veces esta longi- 
tud de DNA dentro de sus límites. El ensamble de los nucleoso- 
mas es el primer paso importante en el proceso de compactación. 
Con un espaciamiento nucleótido-nucleótido de 0.34 nm, los 


200 pares de bases de un solo nucleosoma de 10 nm deben al- 
canzar cerca de 70 nm de longitud si se extienden por completo. 
En consecuencia se dice que la relación de empaquetamiento del 
DNA de los nucleosomas se aproxima 7 a 1. 


Niveles elevados de la estructura de la cromatina Una molécula de 
DNA embobinada alrededor de las partículas nucleares del nu- 
cleosoma de 10 nm de diámetro es el nivel más bajo de organiza- 
ción de la cromatina. Sin embargo, la cromatina no existe dentro 
de la célula en su estado relativamente extendido, un estado que 
semeja “las cuentas de un collar”. Cuando la cromatina se libera 
del núcleo y se prepara con soluciones con concentraciones ió- 
nicas fisiológicas, se observa una fibra de aproximadamente 30 
nm de grosor (fig. 12-104). La estructura de la fibra de 30 nm 
permanece sujeta a debate a pesar de más de dos decenios de in- 
vestigación. La figura 12-100,c muestra dos modelos en los que el 
filamento nucleosómico se enrolla en un orden superior, una fibra 
más gruesa. Los modelos difieren en la posición relativa de los 
nucleosomas dentro de la fibra. La investigación reciente favorece 
el modelo en “zigzag” mostrado en la figura 12-102, en el que los 
nucleosomas sucesivos a lo largo del DNA se disponen en dis- 
tintas pilas y los nucleosomas alternados se convierten en vecinos 
interactivos. Sin considerar la forma en que lo anterior se realiza, 
el ensamble de la fibra de 30 nm incrementa el índice de empa- 
quetamiento unas seis veces más, o cerca de 40 veces en total. 
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El mantenimiento de las fibras de 30 nm depende de la in- 
teracción entre las moléculas de histona y los nucleosomas veci- 
nos. Las histonas de unión y las histonas nucleares participan en 
un empaquetamiento de orden superior de la cromatina. Si, por 
ejemplo, las histonas de unión H1 se extraen de manera selectiva 
de la cromatina compactada, las fibras de 30 nm no se enrollan 
para formar las cuentas de filamentos más delgados y extendidos 
que se muestran en la figura 12-84. La nueva adición de histona 
H1 conduce a la restauración de la estructura de orden superior. 
Las histonas nucleares de los nucleosomas adyacentes pueden in- 
teractuar una con otra por medio de sus colas flexibles y largas. 
Los estudios estructurales indican, por ejemplo, que la cola N- 
terminal de una histona H4 de una partícula nuclear de nucleoso- 
ma puede alcanzar el exterior y hacer contacto extensivo tanto con 
los enlaces (linker) de DNA entre las partículas de nucleosoma 
como con el dímero H2A/H2B de las partículas adyacentes. Se 
cree que estos tipos de interacción median el plegamiento de los 
filamentos nucleosómicos en fibras mucho más gruesas. De hecho 
las fibras de cromatina preparadas con histonas H4 que pierden 
sus colas son incapaces de plegarse en fibras de un orden superior. 

Se cree que la siguiente etapa en la jerarquía del empaque- 
tamiento de DNA ocurre cuando los filamentos de cromatina de 
30 nm se organizan en una serie de asas muy amplias superen- 
rolladas, o dominios, que pueden compactarse en fibras aún más 


FIGURA 12-10 La fibra de 30 nm: 
un nivel superior de la estructura 
de la cromatina. (a) Micrografía 
electrónica de una fibra de croma- 
tina de 30 nm liberada del núcleo 
después de lisar una célula en una 
solución de sales hipotónicas. 
(4) En el modelo de “zigzag”, el 
DNA de unión se encuentra en 
un estado extendido recto que sal- 
ta alternativamente entre partícu- 
las centrales consecutivas, que se 
organizan en pilas adyacentes de 
nucleosomas. La porción inferior 
de la figura muestra cómo las dos 
pilas de nucleosomas se pliegan 
en una estructura helicoidal de or- 
den superior. (c) En el modelo de 
“solenoide”, el DNA de unión se 
curva suavemente al conectar par- 
tículas centrales consecutivas, que 
se organizan en una sola estructu- 
ra helicoidal continua que contie- 
ne unos seis a ocho nucleosomas 
por vuelta. En estos modelos, el 
octámero de histona se muestra 
en azul, el DNA en magenta y la 
histona H1 de unión en amarillo. 
Varios experimentos recientes han 
aportado pruebas que apoyan el 
modelo en zigzag. (A: CORTESÍA 
DE BARBARA HAMKALO Y JERO- 
ME B. RATTNER; B, C: TOMADAS 
DE SEPIDEH KHORASANIZADEH, 
CELL 116:262, 2004; con AUTO- 
(c) RIZACIÓN DE CELL Press.) 
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gruesas (de 80 a 100 nm). Al parecer las asas de DNA se unen 
en sus extremos con proteínas que forman parte de un andamiaje 
nuclear organizado o matriz (descrito en la página 499). Entre 
estas proteínas se halla una topoisomerasa tipo II que se presume 
regula el grado de superenrollamiento del DNA. Podría esperar- 
se que la topoisomerasa también desenredara las moléculas de 
DNA de diferentes asas cuando están entrelazadas. Por lo ge- 
neral las asas de las fibras de cromatina se diseminan dentro del 
núcleo y no es posible visualizarlas, pero su presencia puede reve- 
larse en ciertas circunstancias. Por ejemplo, cuando cromosomas 
mitóticos aislados se tratan con reactivos que extraen las histonas, 
puede verse que el DNA libre de histona se extiende hacia afuera 
como asas de una proteína de andamiaje (fig. 12-11). 

Los cromosomas mitóticos representan la última etapa del 
empaquetamiento de la cromatina; un cromosoma mitótico de 1 
um de longitud suele contener cerca de 1 cm de DNA, lo que 
representa una relación de empaquetamiento de 10000:1. Esta 
compactación ocurre por un proceso que aún no está bien com- 
prendido, y se revisa en la sección 14.2. La figura 12-12 presenta 
una revisión de varios niveles de organización de la cromatina, 
desde el filamento nucleosómico al cromosoma mitótico. 


Heterocromatina y eucromatina Una vez que la mitosis 
termina, la mayor parte de la cromatina de los cromosomas mi- 


2 um 


FIGURA 12-11 Asas de cromatina: un nivel superior de la estructura de 
la cromatina. Micrografía electrónica de un cromosoma mitótico que se 
trató con una solución de sulfato de dextrán para remover histonas. El 
cromosoma desprovisto de histonas muestra asas de DNA unidas por 
sus bases a una proteína residual de andamiaje. (Tomana DE James R. 
PauLson Y U. K. LaemmLI, CELL 12:823, 1977; CON AUTORIZACIÓN DE 
CELL Press.) 


tóticos que se encuentran compactados regresa a su condición de 
interfase difusa. Sin embargo, por lo general cerca de 10% de la 
cromatina permanece en forma condensada o compactada du- 
rante la interfase. Esta cromatina compactada y teñida de for- 
ma densa puede apreciarse en la periferia del núcleo en la figura 
12-14. La cromatina que se mantiene compactada durante la in- 
terfase se conoce como heterocromatina para distinguirla de la 
eucromatina, que retorna al estado disperso. Cuando se alimen- 
ta a las células con el precursor de RNA [H°] uridina radiactiva 
que marca el RNA, que después se fija, se secciona y se somete a 
una autorradiografía, los grumos de heterocromatina permane- 
cen sin marca, lo que indica que tienen poca o ninguna actividad 
transcripcional. El estado de una región particular del genoma, 
sea eucromática o heterocromática, se hereda de manera estable 
de una generación celular a la siguiente. 

La heterocromatina se divide en dos clases. La heterocro- 
matina constitutiva permanece en el estado compactado en to- 
das las células durante todo el tiempo y por tanto representa el 
DNA que en forma permanente no realiza transcripción. En las 
células de mamífero, la mayor parte de la heterocromatina cons- 
titutiva se encuentra en la región que flanquea los telómeros y el 
centrómero de cada cromosoma y un poco en otros sitios, como 
la parte distal del brazo del cromosoma Y, en los machos de ma- 
mífero. El DNA de la heterocromatina constitutiva consiste so- 
bre todo en secuencias repetidas (pág. 394) y contiene hasta cier- 
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FIGURA 12-12 Niveles de organización de la cromatina. Moléculas 
de DNA desnudo embobinadas alrededor de las histonas para formar 
nucleosomas, que representan el nivel más bajo de organización de la 
cromatina. Los nucleosomas se organizan en fibras de 30 nm, que a su 
vez se organizan en dominios de asas. Cuando las células se preparan 
para la mitosis, las asas se compactan aún más y forman los cromosomas 
mitóticos (fig. 14-13). 


to punto pocos genes. De hecho cuando los genes que en condi- 
ciones normales son activos se mueven a una posición adyacente 
de la heterocromatina (tales cambios de posición son resulta- 
do de transposición o translocación), tienden a silenciarse desde 
el punto de vista transcripcional, un fenómeno que se conoce 
como efecto de posición. Se cree que la heterocromatina contiene 
componentes cuya influencia puede propagarse cierta distancia 
hacia afuera y afectar los genes cercanos. Al parecer, la disemi- 
nación de la heterocromatina a lo largo de los cromosomas es 
bloqueada por secuencias barrera especializadas (elementos de 
frontera) en el genoma. La heterocromatina constitutiva también 
inhibe la recombinación genética entre las secuencias repetitivas 
homólogas. Este tipo de recombinación puede producir duplica- 
ciones y deleciones del DNA (fig. 10-22). 
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FIGURA 12-13 El cromosoma X inactivo: un ejemplo de heterocroma- 
tina facultativa. (2) La inactivación del cromosoma X en el núcleo de 
las células de una mujer aparece como una estructura heterocromática 
teñida con tono oscuro, llamada corpúsculo de Barr (flechas). (4) Gato 
manchado. La inactivación aleatoria de cualquier cromosoma X en dife- 
rentes células durante el desarrollo temprano del embrión crea un mo- 
saico de manchas de tejido. Cada mancha comprende los descendientes 
de una sola célula que estuvo presente en el embrión al momento de la 
inactivación. Los parches son evidentes en los gatos con manchas, que 
son heterocigotos y tienen un alelo para el color negro que reside en uno 


A diferencia de la variedad constitutiva, la heterocromatina 
facultativa es una cromatina que se inactiva de manera específica 
durante ciertas fases de la vida de un organismo o en ciertos tipos 
de células diferenciadas (como en la figura 17-95). Un ejemplo 
de heterocromatina facultativa puede ser el comparar células de 
hembra de mamífero con células de macho. Las células de los 
machos tienen un pequeño cromosoma Y y un cromosoma X 
mucho más grande. Como los cromosomas X y Y tienen pocos 
genes en común, los machos poseen una sola copia de la mayor 
parte de los genes que se portan en los cromosomas sexuales. 
Aunque las células de las hembras contienen dos cromosomas 
X, sólo uno de ellos ejerce actividad transcripcional. El otro cro- 
mosoma X permanece condensado como un cúmulo de hetero- 
cromatina (fig. 12-134) que se denominó corpúsculo de Barr en 
honor del investigador que lo descubrió en 1949. La formación 
del corpúsculo de Barr asegura que las células tanto de hembras 
como de machos tengan el mismo número de cromosomas X ac- 
tivos y por tanto sinteticen cantidades equivalentes de productos 
codificados por los genes que están incluidos en el cromosoma X. 


Inactivación del cromosoma X Con base en sus estudios de la 
herencia del color del pelaje en el ratón, la genetista británica 
Mary Lyon, en 1961 propuso lo siguiente: 


1. La heterocromatinización del cromosoma X en hembras de 
mamíferos ocurre durante la fase temprana del desarrollo 
embrionario y conduce a la inactivación de los genes en ese 
cromosoma. 

2. La heterocromatinización en el embrión es un proceso alea- 
torio en el sentido de que los cromosomas X que derivan del 
padre y los cromosomas X que derivan de la madre perma- 
necen con igual probabilidad de convertirse en inactivos en 
cualquier célula determinada. En consecuencia, al momento de 
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de los cromosomas X y un alelo para el color naranja en el otro cromoso- 
ma X. Esto explica por qué casi no existen gatos con manchas: todas las 
células en el macho son ya sea blancas o naranja en el color de su pelaje 
por el alelo que poseen. (Las manchas blancas de este gato se deben a un 
diferente gen que determina el color del pelaje.) (c) Este gato fue clo- 
nado del que se muestra en 5. Ambos son genéticamente idénticos pero 
tienen distintos patrones de pelaje, un hecho que refleja la naturaleza 
aleatoria del proceso de desactivación de cromosomas X. (A: CORTESÍA 
DE Murray L. Barr; B, c: CORTESÍA DEL COLLEGE OF VETERINARY 
MEDICINE AND BIOMEDICAL SCIENCES, Texas A&M UNIVERSITY.) 


la inactivación, el X paterno puede inactivarse en una célula 
del embrión y el X materno puede hacerlo en una célula veci- 
na. Una vez que se ha desactivado un cromosoma X, su estado 
heterocromático se transmite a través de muchas divisiones 
celulares, de modo que el mismo cromosoma X es inactivo en 
todas las descendientes de esa célula en particular. 

3. La reactivación del cromosoma X heterocromatinizado tiene 
lugar en células germinales antes del inicio de la meiosis. En 
consecuencia los cromosomas X son activos durante la oogéne- 
sis y todos los gametos reciben un cromosoma X eucromático. 


La hipótesis de Lyon pronto se confirmó.! Puesto que los 
cromosomas X tanto paternos como maternos pueden contener 
alelos diferentes para el mismo rasgo, las hembras adultas son 
en un sentido mosaicos genéticos, en los que alelos diferentes fun- 
cionan en células distintas. El mosaicismo del cromosoma X se 
refleja en la coloración en parches del pelaje de algunos animales, 
inclusive los gatos con manchas (fig. 12-134, c). Como los genes 
de la pigmentación en humanos no se localizan en el cromosoma 
X, en ellos no se observa el fenómeno de “mujeres con manchas”. 
No obstante, el mosaicismo que se debe a la inactivación del cro- 
mosoma X puede demostrarse en mujeres. Por ejemplo, si un rayo 
angosto de luz roja o verde se proyecta en los ojos de una mu- 
jer portadora heterocigótica para la ceguera al color rojo-verde, 


“La desactivación aleatoria de cromosomas X que se considera aquí, la cual se pro- 
duce después de que el embrión se implanta en el útero, es en realidad la segunda 
oleada de desactivación de cromosomas X que ocurre en el embrión. La primera, 
que se presenta en una fase muy temprana del desarrollo, no es aleatoria sino que 
conduce sólo a la desactivación de cromosomas X aportados por el padre. Esta 
desactivación temprana de cromosomas X paternos se mantiene en las células que 
dan origen a tejidos extraembrionarios (p. ej., la placenta) y no se analiza en el 
texto. La desactivación temprana de cromosomas X paternos se anula en células 
que dan origen a tejido embrionario, y ocurre después la desactivación aleatoria. 


parches de células retinianas con defectos en la visión del color 
pueden encontrarse mezclados entre parches con visión normal. 
El mecanismo que ocasiona la inactivación del cromosoma 
X es un foco de atención desde un informe de 1992 que sugiere 
que la inactivación la inicia una molécula de RNA no codificante 
(más que una proteína), que se transcribe desde uno de los genes 
(llamado XIST en humanos) en el cromosoma X que se convier- 
te en inactivo. El RNA de XIST es una transcripción muy larga 
(más de 17 kb de longitud), que se distingue de otros RNA no 
codificantes que tienden a ser muy pequeños. El RNA de XIST 
no se difunde en el nucleoplasma sino que se acumula a lo largo 
de los cromosomas justo antes de su inactivación.? El gen XIST 
es necesario para iniciar la inactivación, pero no para mantenerla 
de una generación de la célula a la siguiente. Esta conclusión se 
basa en el descubrimiento de que las células tumorales de ciertas 
mujeres contienen un cromosoma X inactivado cuyo gen XIST 
se eliminó. Se cree que la inactivación de X se mantiene median- 
te metilación de DNA (pág. 520) y modificaciones histónicas, 


como se revisa en la siguiente sección. 


El código de histona y la formación de heterocromatina 
La figura 12-9c muestra un modelo esquemático de una partícula 
nuclear de nucleosoma con sus colas de histona proyectándose 
hacia afuera. Pero éste es sólo un retrato muy general que oculta 
importantes diferencias entre los nucleosomas. Las células con- 
tienen un ordenamiento destacado de enzimas que son capaces 
de agregar grupos químicos o removerlos de residuos de ami- 
noácidos específicos en las colas de histona. Estos residuos que 
están sujetos a modificación, de manera notable por metilación, 
acetilación o fosforilación, están representados por las barras de 
color en la figura 12-14. Hace pocos años surgió la hipótesis que 
se conoce como el código de histona, que postula que el estado 
de actividad de una región de la cromatina depende de modifi- 
caciones específicas, o combinaciones de modificaciones, de las 
colas de histona en esa región. En otras palabras, el patrón de 
modificaciones que adorna las colas de histona del núcleo con- 
tiene información codificada que determina las propiedades de 
esos nucleosomas. Los estudios sugieren que las modificaciones 
en la cola de la histona actúan de dos maneras para influir en la 
estructura y función de la cromatina. 


1. Los residuos modificados sirven como sitios de acoplamiento 
para atraer a un grupo específico de proteínas no histonas, 
que luego determinan las propiedades y actividades de ese 
segmento de cromatina. En la figura 12-15 se observa una 
muestra de algunas de las proteínas específicas que se unen de 
manera selectiva con residuos de histona modificados. Cada 
una de las proteínas unidas con las histonas de la figura 12-15 
es capaz de modular algún aspecto de la actividad o estructura 
de la cromatina. 


2. Los residuos modificados alteran la manera en que las colas 
de histona de los nucleosomas vecinos interactúan entre sí o 
con el DNA al cual se unen los nucleosomas. Los cambios en 
estos tipos de interacciones pueden conducir a cambios en la 


2Alrededor de 15% de los genes en el cromosoma escapan de la inactivación 
mediante un mecanismo que se desconoce. Los “escapes” incluyen genes que 
también están presentes en el cromosoma Y, lo que asegura que se expresen en la 
misma forma en ambos sexos. 
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FIGURA 12-14 Modificaciones histónicas y “código histónico”. Las 
histonas pueden modificarse de manera enzimática mediante la unión 
covalente de grupos fosfato, metilo y acetilo (y otros que no se expli- 
can). La ilustración indica las posiciones en las colas N-terminal de las 
cuatro histonas nucleares en las que cada uno de estos tres grupos pue- 
den agregarse. Los grupos metilo se agregan a residuos de arginina o 
lisina; los grupos acetilo, a los residuos de lisina, y los grupos fosfato, 
a los residuos de serina. El asunto es aún más complejo, porque cada 
residuo lisina puede tener uno, dos o tres grupos metilo agregados, y 
cada residuo arginina puede tener uno o dos grupos metilo agregados. 
El número de grupos metilo agregados puede afectar la afinidad del re- 
siduo por una proteína con la que interactúa. A menos que se indique 
algo distinto, la explicación se limitará a los residuos de lisina trimetila- 
dos (p. ej., H3K9me3 o H3K36me3). Determinadas modificaciones, o 
combinaciones de modificaciones, se relacionan con actividades especí- 
ficas de la cromatina, lo cual ha dado origen al concepto de código de 
histonas. Aquí la exposición se restringe a los residuos lisina, que son 
los mejor estudiados. Las letras rojas A y R representan activación y 
represión transcripcionales, respectivamente. La acetilación de lisinas en 
las histonas H3 y H4 se correlaciona en forma estrecha con la activación 
transcripcional. Los efectos de la metilación de las lisinas de H3 y H4 
dependen en gran medida de cuál de estos residuos se modifique. Por 
ejemplo, la metilación de la lisina 9 de la histona H3 (esto es, H3K9) 
suele estar presente en la heterocromatina y se vincula con la represión 
transcripcional, como se expone en el texto. La metilación de H3K27 y 
H4K20 también se relaciona fuertemente con represión transcripcional, 
mientras que la metilación de H3K4 y H3K36 se vincula con activación. 
Tal como hay enzimas que agregan cada uno de estos grupos, también 
hay enzimas (desacetilasas, desmetilasas y fosfatasas) que los retiran en 
forma específica. (C: TOMADA DE G. FELSENFELD & M. GROUDINE, RE- 
IMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE NATURE 421:450, 2003; O DERECHOS 
RESERVADOS 2003, MacMILLAN MAGAZINES LIMITED.) 


estructura de mayor orden de la cromatina. Por ejemplo, la 
acetilación del residuo de lisina en la posición 16 de la histona 
H4 interfiere con la formación de la fibra compacta de 30 nm 
de cromatina. 


Por ahora, la explicación se limita a como ocurre la forma- 
ción de la heterocromatina, por ejemplo, durante la desactiva- 
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FIGURA 12-15 Ejemplos de proteínas que se unen en forma selectiva 
con residuos H3 o H4 modificados. Cada una de las proteínas unidas 
tiene una actividad que altera la estructura o función de la cromatina o 
ambas. Existe una complejidad agregada que no se muestra en este dibu- 
jo, ya que las modificaciones en un residuo de histona pueden influir en 


H4 


los fenómenos en otros residuos, fenómeno conocido como comunicación 
cruzada, por ejemplo, la unión de la proteína de heterocromatina HP1 
o H3K9 se bloquea por la fosforilación del residuo de serina adyacente 
(H3510), lo que casi siempre ocurre durante la mitosis. (Tomana DE T. 
KopPuzarIDEs, CELL 128:696, 2007, CON AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 


ción del cromosoma X. En favor de la sencillez, la descripción 
se enfoca en la modificación de un solo residuo, la lisina 9 de 
H3, lo cual ilustra los principios generales mediante los cuales 
las células utilizan el código de la histona. Las acciones de varias 
otras modificaciones en la histona se indican en la figura 12-14 y 
se explican en el pie de la misma, otro ejemplo se describe en la 
página 517. Como se explica con detalle en este capítulo, en años 
recientes se han desarrollado técnicas para analizar los cambios 
que afectan la transcripción del genoma, como las modificacio- 
nes en la histona, o al nivel del genoma completo, en lugar de 
sólo revisar estos cambios en un gen a la vez. Esto ha brindado 
una visión mucho más amplia de la importancia general de cada 
uno de estos fenómenos de lo que era posible hace algunos años. 

La comparación de los nucleosomas presentes al interior de 
la heterocromatina con los dominios de la eucromatina revela 


FIGURA 12-16 Demostración experimental de una correlación en- 
tre actividad transcripcional y acetilación de histona. Este frotis de 
cromosomas en metafase se marcó con anticuerpos fluorescentes contra 
histona H4 acetilada, que emite fluorescencia verde. Es evidente que 
todos los cromosomas excepto el cromosoma X desactivado se tiñen in- 
tensamente con el anticuerpo contra la histona acetilada. (TOMADA DE P. 
JerPESEN Y B. M. TURNER, PORTADA DE CELL VOL. 74, NO. 2, 1993; con 
AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 


grandes diferencias. El residuo de lisina en la posición número 9 
(Lys9 o K9) de la histona H3 en los dominios de heterocromati- 
na está muy metilado, mientras que este mismo residuo tiende a 
desmetilarse en los dominios de eucromatina, aunque puede ace- 
tilarse. La eliminación de los grupos acetilo de las histonas H3 y 
H4 es uno de los pasos iniciales para la conversión de eucromati- 
na en heterocromatina. La correlación entre represión transcrip- 
cional y desacetilación de histona puede verse si se compara el 
cromosoma X heterocromático inactivo de las células femeninas, 
que contiene histonas desacetiladas, con el cromosoma X eucro- 
mático, cuyas histonas presentan un nivel normal de acetilación 
(fig. 12-16). La desacetilación de histonas se acompaña de la 
metilación de H3K9, la cual se cataliza por una enzima (una me- 
tiltransferasa de histona) que al parecer se dedica sólo a esta tarea. 
En seres humanos esta enzima, denominada SUV39H1, puede 
encontrarse al interior de la heterocromatina, donde es posible 
que estabilice la naturaleza de la heterocromatina de esta región 
por medio de su actividad de metilación. 

La formación de una lisina metilada en la posición número 
9 confiere a la cola de la histona H3 una propiedad importante: 
la capacidad de unirse con alta afinidad a proteínas que con- 
tienen un dominio particular, llamado cromodominio. El genoma 
humano contiene por lo menos 30 proteínas con cromodomi- 
nios, el mejor estudiado de éstos es la proteína 1 heterocromáti- 
ca (o HP1). HP1 participa en la formación y el mantenimiento 
de la heterocromatina. Se piensa que una vez que HP1 se une 
a una cola de H3, interactúa con otras proteínas, incluidas 1) 
SUV39H1, la enzima que metila el residuo H3K9 y, 2) otras 
moléculas de HP1 en nucleosomas cercanos. Estas propiedades 
de unión de la molécula de HP1 promueven la formación de una 
red interconectada de nucleosomas metilados, lo que conduce 
al dominio de cromatina compactada de un orden superior. Lo 
que es más importante, este estado se transmite a través de las 
divisiones celulares de una generación celular a la siguiente (lo 
que se expone en la página 497). 

Estudios realizados en varios microorganismos indican que 
los RNA pequeños, de naturaleza similar a los que participan en 
la interferencia de RNA (pág. 449), desempeñan una función 
importante en la selección de una región del genoma para que se 
someta a metilación de H3K9 y heterocromatinización posterior. 
Si, por ejemplo, los componentes de la maquinaria del RNAi se 


FIGURA 12-17 Un modelo que muestra posibles fenómenos durante 
la formación de heterocromatina. Estudios recientes sugieren que los 
RNA no codificadores participan en la dirección de la heterocromatini- 
zación, al menos en algunos organismos. En este modelo, los RNA se 
transcriben de ambas cadenas de secuencias de DNA repetidas (paso 
1). Los RNA de moléculas de cadena doble (paso 2) que se procesan 
mediante la endonucleasa Dicer y otros componentes de la maquinaria 
de RNAi (pág. 449) para formar un siRNA guía de cadena sencilla y 
un complejo proteínico relacionado (paso 3). En el paso 4, el complejo 
siRNA-proteína atrajo a la enzima SUV39H1 y el siRNA se unió con 
un segmento complementario de un RNA naciente. Una vez ahí, la en- 
zima es capaz de agregar grupos metilo al residuo K9 de las histonas 
centrales H3, lo que sustituye a los grupos acetilo que se habían unido 
con los residuos H3K9. Los grupos acetilo, característicos de las regiones 
transcritas de eucromatina, se retiran por mecanismos enzimáticos de 
los residuos de lisina por acción de una desacetilasa, que no se muestra. 
En el paso 5, los grupos acetilo ya se sustituyeron por grupos metilo, que 
sirven como sitios de unión para la proteína HP1 (paso 6). El elemento 
límite en el DNA previene la diseminación de la formación de hetero- 
cromatina a las regiones adyacentes de la cromatina. Una vez que HP1 
se une con las colas de histona, la cromatina puede empacarse en estruc- 
turas más compactas de mayor orden mediante la interacción entre las 
moléculas de proteína HP1 (paso 7). La enzima SUV39H1 también 
puede unirse con colas de histona metiladas (no mostrado) para que 
se metilen más nucleosomas. En el paso 8 ya se formó una región de 
heterocromatina muy compacta. (Nota: HP1 puede presentarse en varias 
isoformas con distintas propiedades.) 


eliminan, la metilación de H3K9 y la heterocromatinización se 
detienen. Además de su participación en la formación de la hete- 
rocromatina, la maquinaria de RNAi también podría participar 
en el mantenimiento del estado heterocromático de una genera- 
ción celular a la siguiente. Estos datos señalan una actividad más 
de los RNA no codificadores en una lista de funciones que va 
en rápido crecimiento. La figura 12-17 presenta un modelo que 
muestra los tipos de fenómenos que ocurren durante el ensamble 
de la heterocromatina. Dado el hecho de que ahora se cree que 
la mayor parte del genoma se transcribe (pág. 454), no debe ser 
sorprendente descubrir que los RNA tienen una función impor- 
tante para guiar muchos de los cambios en la estructura de la 
cromatina que se sabe ocurren durante el desarrollo embrionario 
o como respuesta a estímulos fisiológicos. 


La estructura de un cromosoma mitótico El estado has- 
ta cierto punto disperso de la cromatina de una interfase celular 
favorece las actividades en la interfase, como la replicación y la 
transcripción. En cambio, la cromatina de una célula mitótica se 
encuentra en un estado muy condensado, que favorece la libera- 
ción de un DNA intacto “empaquetado” a cada célula hija. Los 
cromosomas mitóticos son de utilidad para los biólogos y los mé- 
dicos porque contienen un grupo complejo de material genético 
de una célula y pueden hacerse visibles mediante técnicas simples. 

Cuando un cromosoma experimenta compactación durante 
la profase mitótica, adopta una forma distinta y predecible de- 
terminada sobre todo por la longitud de la molécula del DNA 
en cada cromosoma y la posición del centrómero (se explica más 
adelante). Los cromosomas mitóticos de una célula en división 
pueden visualizarse con la técnica que se ilustra en la figura 12- 
18a. En esta técnica una célula en división se somete a rotura 
y los cromosomas mitóticos del núcleo celular se diseminan y 
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fijan a una superficie de un portaobjetos sobre un área pequeña 
(como en la figura 12-180). Los cromosomas mostrados en la 
figura 12-180 se prepararon con una metodología de tinción en 
la que las preparaciones cromosómicas se incuban con sondas 
fluorescentes de DNA de colores distintos que se unen de mane- 
ra específica a cromosomas particulares. Por medio de diferentes 
combinaciones de sondas de DNA y de técnicas de visualización 
asistidas por computadora, cada cromosoma puede “pintarse” con 
un “color virtual” distinto, lo que permite que cualquier ojo entre- 
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FIGURA 12-18 Cromosomas mitóticos y cariotipos humanos. (a) Procedi- 
miento utilizado a fin de obtener preparaciones de cromosomas mitóticos para 
observaciones microscópicas de leucocitos de sangre periférica. (6) Fotografía 
de un grupo de cromosomas mitóticos obtenidos a partir de la división de un 
núcleo de una célula humana. El DNA de cada cromosoma se hibridó con una 
variedad de sondas de DNA unidas de manera covalente a dos o más colorantes 
fluorescentes. Diferentes cromosomas se unen en distintas combinaciones con 
estos colorantes y en consecuencia emiten luz de diferentes longitudes de onda. 
El espectro de emisión de los diversos cromosomas se convierte en combinacio- 
nes distintas de colores con un programa de computadora. Los pares homólo- 
gos de cromosoma pueden identificarse mediante el análisis de los cromosomas 
del mismo color y tamaño. (c) Los cromosomas teñidos de un varón humano se 
ordenan en un cariotipo. Los cariotipos se preparan para obtener una fotografía 
de cromosomas liberados de un solo núcleo. Cada cromosoma se elimina de la 
fotografía y los homólogos se acomodan en pares de acuerdo con su tamaño, 
como se muestra. (B: TOMADA DE E. SCHRÓCK ET AL., CORTESÍA DE THOMAS 
RreD, Science 273:495, 1996; © DERECHOS RESERVADOS 1996, AMERICAN 
ASSOCIATION FOR THE ÁDVANCEMENT OF SCIENCE; C: TOMADA DE CNRI/ 
Science Phoro LIBRARY/PHOTO RESEARCHERS.) 
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nado los identifique. Además de la imagen a color que propor- 
ciona, esta técnica aporta también la resolución que facilita a los 
genetistas clínicos distinguir aberraciones cromosómicas que de 
otra forma se ignorarían (fig. 2, Perspectiva humana). 

Si los cromosomas individuales se eliminan de una fotogra- 
fía como la de la figura 12-184, pueden formar pares con sus cro- 
mosomas homólogos (23 pares en humanos) y ordenarse según 
su tamaño de mayor a menor como se ilustra en la figura 12-18c. 
Una preparación de este tipo se conoce como cariotipo. Los cro- 
mosomas que se muestran en el cariotipo de la figura 12-180 se 


Además de las mutaciones que alteran la información contenida en un 
solo gen, los cromosomas pueden experimentar alteraciones mucho ma- 
yores, que ocurren con más frecuencia durante la división celular. Las 
piezas de un cromosoma pueden perderse o segmentos enteros inter- 
cambiarse entre cromosomas diferentes. La incidencia de aberraciones 
cromosómicas tales como la rotura se incrementa por exposición a agen- 
tes que dañan el DNA, como infecciones virales, rayos X o reactivos 
químicos. Aunado a lo anterior, los cromosomas de algunos individuos 
contienen sitios “frágiles” que son en particular susceptibles a la rotura. 
Las personas con ciertos trastornos hereditarios raros, como el síndrome 
de Bloom, la anemia de Fanconi y la ataxia-telangiectasia, tienen cromo- 
somas inestables con una gran tendencia a sufrir roturas cromosómicas. 

Las consecuencias de una aberración cromosómica dependen de 
los genes que se afectan y el tipo de célula en la que esta alteración 
se presenta. Si la aberración ocurre en una célula somática (no repro- 
ductiva), las consecuencias suelen ser mínimas porque pocas células del 
cuerpo se afectan. No obstante, en raras ocasiones es posible que una 
célula somática con una aberración se convierta en una célula maligna, 
que puede crecer hacia un tumor canceroso. Las alteraciones cromo- 
sómicas que ocurren durante la meiosis (en especial como resultado 
de un mecanismo de entrecruzamiento anormal), pueden transmitirse 
a la generación siguiente. Cuando un cromosoma aberrante se hereda a 
través de un gameto, todas las células del embrión tendrán la aberración, 
que suele ocasionar la muerte durante el desarrollo. Los diversos tipos 
de aberraciones cromosómicas incluyen los siguientes: 


m Inversiones. Algunas veces un cromosoma se rompe en dos lugares 
y los segmentos entre las roturas se reúnen en los cromosomas con 
una orientación inversa. Esta aberración se denomina inversión. Más 
de 1% de los humanos porta una inversión que puede detectarse 
durante la determinación del cariotipo cromosómico (fig. 10-302). 
Un cromosoma que porta una inversión casi siempre contiene to- 
dos los genes de un cromosoma normal y por tanto el individuo 
no se afecta de manera adversa. Sin embargo, si la célula con una 
inversión cromosómica entra en meiosis, el cromosoma aberrante 
no puede parearse de modo correcto con su pareja homóloga a causa 
de diferencias en el orden de sus genes. En tales casos el pareamien- 
to cromosómico suele acompañarse de un asa (fig. 1). Si el entre- 
cruzamiento ocurre dentro del asa, como se muestra en la figura, 
los gametos que se generan por meiosis pueden adquirir una copia 
adicional de ciertos genes (duplicación) o perder esos genes (una de- 
leción). Cuando un gameto que contiene un cromosoma alterado se 
fusiona con un gameto normal en la fertilización, el resultado es un 
cigoto que tiene un desbalance cromosómico y casi nunca es viable. 


prepararon mediante un procedimiento de tinción que confiere 
una apariencia de bandeo a los cromosomas. El patrón de estas 
bandas es muy característico de cada cromosoma de cada espe- 
cie y da la pauta para identificar cromosomas y compararlos con 
especies distintas (fig. 3, Perspectiva humana). Los cariotipos se 
preparan de manera sistemática a partir de cultivos de células 
humanas y se utilizan para examinar a individuos con anomalías 
cromosómicas. Como se señala en Perspectiva humana, con estas 
técnicas pueden detectarse alteraciones del tipo de cromosomas 
adicionales, cromosomas con alteraciones o ausencia de éstos. 


PERSPECTIVA HUMANA 


Aberraciones cromosómicas y enfermedades humanas 


Centrómero 


FIGURA 1 Efecto de la inversión. El entrecruzamiento entre un cromo- 
soma normal (púrpura) y uno que contiene una inversión (verde) suele 
acompañarse de la formación de un asa. Los cromosomas que resul- 
tan del entrecruzamiento contienen duplicaciones y deficiencias, que se 
muestran en los cromosomas en la primera división meiótica en la parte 
inferior de la figura. 


m Translocaciones. Cuando todo o una parte de un cromosoma se 
une a otro cromosoma, la aberración se conoce como translocación 
(fig. 2). De modo similar a las inversiones, por lo general una translo- 
cación que ocurre en una célula somática tiene poco efecto en la fun- 
ción de la célula o su progenie. Sin embargo, ciertas translocaciones 
incrementan la probabilidad de que la célula se convierta en maligna. 
El ejemplo mejor estudiado es el cromosoma Philadelphia, que se 
encuentra en las células malignas (pero no en las normales) de indi- 
viduos con ciertas formas de leucemias. El cromosoma Philadelphia, 
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FIGURA 2 Translocación. Esta micrografía muestra un grupo de cromo- 
somas humanos en los que el cromosoma 12 (azul brillante) intercambió 
piezas con el cromosoma 7 (rojo). El cromosoma afectado se tiñó con 
fluorescencia por hibridación iz situ con fragmentos largos de DNA que 
son específicos para uno de los dos cromosomas. El uso de estos “me- 
dios de tinción” hace muy evidente cuándo un cromosoma cambió piezas 
con otro cromosoma. (CORTESÍA DE LAWRENCE LIVERMORE NATIONAL 
LABORATORY, DE UNA TÉCNICA DESARROLLADA POR Jor Gray Y Dan 
PinkKEL.) 


que recibe su nombre de la ciudad donde se descubrió en 1960, es 
una versión corta del cromosoma humano 22. Por años se pensó que 
el segmento perdido representaba una simple deleción, pero las me- 
joras en las técnicas para visualizar cromosomas permitieron detectar 
que el pedazo o fragmento genético perdido se encontraba trans- 
locado en otro cromosoma (número 9). El cromosoma número 9 
contiene un gen (ABL) que codifica una proteína cinasa que desem- 
peña una función en la proliferación celular. Como resultado de esta 
translocación un pequeño extremo de esta proteína es reemplazado 
por alrededor 600 aminoácidos adicionales codificados por un gen 
(BCR) que proviene de la pieza translocada del cromosoma núme- 
ro 22. Esta “proteína de fusión” nueva retiene la actividad catalítica 
de la proteína original ABL pero no está sujeta a los mecanismos 
normales de regulación celular. Como resultado la célula afectada se 
convierte en maligna y causa la leucemia mielógena crónica (CML). 


Como las inversiones, las translocaciones causan problemas duran- 
te la meiosis. Un cromosoma alterado por translocación tiene un con- 
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tenido de información genética diferente al de su homólogo. En con- 
secuencia los gametos que se forman por meiosis tienen un contenido 
adicional de copias de genes o pierden genes. Está demostrado que las 
translocaciones desempeñan una función importante en la evolución al 
generar cambios a gran escala que pueden ser el inicio de la separación 
de líneas evolutivas a partir de un ancestro común. Es probable que tales 
incidentes genéticos ocurrieran durante la historia evolutiva reciente. 
Una comparación de los 23 pares de cromosomas de las células humanas 
con los 24 pares de cromosomas de las células de chimpancés, gorilas y 
orangutanes revela una gran similitud. El examen detallado de los dos 
cromosomas de simios que no tienen su contraparte en los humanos 
muestra que juntos son equivalentes, banda por banda, al cromosoma 
humano número 2 (fig. 3). En algún punto durante la evolución de 
los humanos al parecer un cromosoma entero se translocó a otro, lo que 
creó un solo cromosoma fusionado y redujo el número haploide de 24 
a 23 cromosomas. 


m Deleciones. Una deleción ocurre cuando una porción de un cro- 
mosoma se pierde. Como se señala en el párrafo anterior, los ci- 
gotos que contienen deleciones cromosómicas se generan cuando 
uno de los gametos es el producto de una meiosis anormal. El 
renunciar a una porción de un cromosoma a menudo resulta en la 
pérdida de genes críticos y produce consecuencias graves, inclusi- 
ve si el cromosoma homólogo del individuo es normal. La mayor 
parte de los embriones humanos que portan una deleción impor- 
tante no se desarrolla a término y si lo hace presenta una gran 
variedad de malformaciones. La primera correlación entre una 
alteración humana y una deleción cromosómica la estableció en 
1963 Jerome Lejeune, un genetista francés que descubrió las bases 
cromosómicas del síndrome de Down. Lejeune descubrió que un 
bebé que nació con una malformación facial había perdido una 
porción del cromosoma 5. Un defecto en la laringe (el órgano de la 
voz) ocasiona que el llanto del infante se asemeje al sonido de sufri- 
miento de un gato. En consecuencia los científicos denominaron 
este trastorno síndrome de cri-du-chat, que significa síndrome de 
maullido de gato. 


mM Duplicaciones. Una duplicación tiene lugar cuando una porción 
de un cromosoma se repite. La función de las duplicaciones en la 
formación de familias multigénicas se revisó en la página 399. Las 
duplicaciones cromosómicas más sustanciales crean una alteración 
en la que un número de genes se presenta en tres copias en lugar 
de las dos copias normales (el trastorno se conoce como frisomía 
parcial). Las actividades celulares son muy sensibles al número de 
copias de genes y las copias adicionales pueden tener efectos dele- 
téreos graves. 


FIGURA 3 Translocación y evolución. Si los 
dos tipos de cromosomas simianos que no 
tienen una contraparte en las uniones se fu- 
sionaran hipotéticamente, formarían el cro- 
mosoma humano número 2, banda por banda. 


lómeros Cada cromosoma contiene una sola molécula de 
DNA de doble cadena. Las puntas de cada molécula de DNA 
están compuestas por un tramo inusual de secuencias repetidas 
llamado telómero, que forma una cubierta en cada extremo del 
cromosoma. Los telómeros humanos contienen una secuencia 


eo que se repite cerca de 500 a 5 000 veces (fig. 12-19a). 


A diferencia de casi todas las secuencias repetidas que varían 
de manera considerable entre diferentes especies, la misma se- 
cuencia telomérica se encuentra en los vertebrados y secuencias 
similares se describen en la mayor parte de otros organismos. 
Esta similitud en secuencia sugiere que los telómeros tienen una 
función conservada en diversos organismos. Se identifican dife- 
rentes proteínas de unión a DNA que se enlazan en forma es- 
pecífica con la secuencia telomérica y son esenciales para la fun- 
ción telomérica. La proteína unida a los cromosomas en la figura 
12-19% tiene participación importante en la regulación de la lon- 
gitud del telómero en levaduras. Como se descubrió en fecha 
reciente, la secuencia corta repetitiva de DNA de los telómeros 
también sirve como plantilla para la síntesis de RNA no codifi- 
cadores cuyas funciones se han convertido en un tema de interés. 

Como se explica en el capítulo 13, las polimerasas de DNA 
que replican el DNA no inician la síntesis de una cadena de 
DNA sino que sólo agregan nucleótidos al extremo 3' de una 
cadena existente. La replicación se inicia en el extremo 5' de cada 
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cadena recién sintetizada mediante la síntesis de un cebador cor- 
to de RNA (paso 1, fig. 12-204) que luego se retira (paso 2). A 
causa de este mecanismo, y por los pasos adicionales del procesa- 
miento mostrados en el paso 3, el extremo 5' de cada cadena re- 
cién sintetizada carece de un pequeño segmento de DNA que se 
encuentra en el extremo 3' de la cadena plantilla complementaria. 
Como resultado la cadena con el extremo 3' sobrepasa a la cadena 
con el extremo 5'. Más que existir como una sola cadena de un 
extremo no protegido, la cadena que sobresale se “pliega sobre sí 
misma” en una porción de doble cadena en el telómero para for- 
mar un asa como la que se ilustra en la figura 12-204. Al parecer 
esta conformación protege el extremo telomérico del DNA. 

Si las células no fueran capaces de replicar los extremos de 
su DNA, se esperaría que los cromosomas fueran más cortos con 
cada ciclo de división celular (fig. 12-204). Este predicamento 
se denomina “el problema de la replicación de los extremos”. 
El principal mecanismo por el que los organismos resuelven “el 
problema de la replicación de los extremos” se dilucidó en 1984 
cuando Elizabeth Blackburn y Carol Greider de la University of 
California, en Berkeley, descubrieron una nueva enzima, llamada 
telomerasa, que puede agregar nuevas unidades repetidas al ex- 
tremo 3' de la cadena sobresaliente (fig. 12-20c). Una vez que el 
extremo 3' de la cadena se alarga, una polimerasa convencional 
de DNA puede utilizar el segmento 3' recién sintetizado como 
una plantilla para regresar el extremo 5' de la cadena comple- 


(a) 
FIGURA 12-19 Telómeros. (a) Hibridación in situ con una sonda de DNA 


que contiene la secuencia TIAGGG, que se localiza en los telómeros 
de los cromosomas humanos. (4) Demostración de que ciertas proteínas 
se unen de manera específica al DNA telomérico. Estos cromosomas se 
prepararon a partir de un núcleo meiótico de una célula de levadura y 
se incubaron con la proteína RAP1, que después se localizó en los teló- 
meros mediante un anticuerpo fluorescente anti-RAP1. Las áreas azules 
indican la tinción de DNA, las áreas amarillas representan el anticuerpo 


(b) 2 um 


marcado dirigido contra RAP-1 y las rojas muestran el RNA teñido con 


yoduro de propidio. Los humanos poseen una proteína telomérica ho- 
móloga (A: TOMADA DE J. MEYNE, EN R. P. WacneR, CHROMOSOMES: Á 
SYNTHESIS. © DERECHOS RESERVADOS 1993. REIMPRESA CON AUTORI- 
ZACIÓN DE WiLEY-Liss, INC., UNA SUBSIDIARIA DE Jonn WiLey & Sons, 
INC.; B: TOMADA DE Franz KLEIN ET AL. J. CeLL Bior. 117:940, 1992, 
CORTESÍA DE Susan M. GassER. MEDIANTE AUTORIZACIÓN DE DERE- 
CHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UnIVERSITY Press.) 
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FIGURA 12-20 El problema de la replicación final y la función de la 
telomerasa. (2) Cuando se replica el DNA de un cromosoma (paso 1), 
los extremos 5' de las cadenas recién sintetizadas (rojo) contienen un 
segmento corto de RNA (verde), que había funcionado como cebador 
para la síntesis del DNA agregado. Una vez que se retira este RNA (paso 
2), el extremo 5' del DNA se vuelve más corto en relación con la gene- 
ración previa. Los extremos 5' de cada punta del cromosoma se procesan 
además por actividad de nucleasas (paso 3), lo que aumenta la longitud 
de los extremos colgantes de cadena sencilla. (4) El extremo colgante de 
cadena sencilla no permanece como extensión libre, sino que invade 
la cadena doble, como se muestra aquí, esto desplaza las cadenas y forma 
un asa. El asa es un sitio de unión para un equipo de proteínas especí- 
ficas que tapan el telómero, protegen los extremos de los cromosomas 
y regulan la longitud del telómero. (c) El mecanismo de acción de la 


mentaria a su longitud normal. La telomerasa es una transcrip- 
tasa inversa que sintetiza DNA mediante el uso de una plantilla 
o molde de RNA. A diferencia de la mayor parte de las transcrip- 
tasas inversas, esta enzima por sí misma contiene el RNA que le 
sirve como plantilla (fig. 12-200). 

El telómero es parte muy importante de los cromosomas: es 
necesario para la replicación completa de éstos; forma capas que 
protegen los cromosomas del ataque de nucleasas y otras influen- 
cias desestabilizantes, e impide que los extremos de los cromo- 
somas se fusionen entre sí. La figura 12-21 muestra cromosomas 
mitóticos de un ratón que se manipularon por medios genéticos 
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telomerasa. La enzima contiene una molécula de RNA que es comple- 
mentaria al extremo de la cadena rica en G, que se extiende después de 
la cadena rica en C. El RNA de telomerasas se une con el extremo sobre- 
saliente de la cadena rica en G (paso 1) y luego sirve como plantilla para 
la adición de nucleótidos al extremo 3' de la cadena (paso 2). Después 
de sintetizar un segmento de DNA, el RNA de telomerasa se desliza al 
extremo nuevo de la cadena en elongación (paso 3) y sirve como plantilla 
para la incorporación de nucleótidos adicionales (paso 4). La brecha en 
la cadena complementaria se llena con las enzimas de replicación poli- 
merasa a-primasa (fig. 13-21). (La secuencia TIGGGG mostrada en 
este dibujo es la del protista ciliado Tetrahymena, en el que se descubrió 
la telomerasa.) (c: TOMADA DE C. W. GrErIDER Y E. H. BLACKBURN, RE- 
IMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE NATURE 337:336, 1989; © COPYRIGHT 
1989, MACMILLAN MAGAZINES LIMITED.) 


para que carezcan de telomerasa. Muchos de esos cromosomas 
experimentaron la fusión de sus extremos, lo que produjo conse- 
cuencias catastróficas como la fractura de los cromosomas en las 
divisiones celulares subsecuentes. Experimentos recientes sugie- 
ren funciones adicionales para los telómeros, que aún son tema 
de la investigación actual. 

Supóngase que un investigador toma una pequeña biopsia 
de su piel, aísla una población de fibroblastos de la dermis y per- 
mite que estas células crezcan en un medio de cultivo enriqueci- 
do. Los fibroblastos deben dividirse cada día y por último cubrir 
la caja de cultivo. Si una fracción de estas células se removiera 


FIGURA 12-21 La importancia de la telomerasa en el mantenimiento 
de la integridad cromosómica. Los cromosomas de esta micrografía 
provienen de una célula de un ratón con bloqueo génico que carece de 
un gen funcional para la enzima telomerasa. Los telómeros aparecen 
como manchas amarillas después de la hibridación iz situ con una sonda 
telomérica fluorescente. Puede verse que algunos cromosomas pierden 
sus telómeros por completo y que diferentes cromosomas se fusionan 
uno con otro en sus extremos. La fusión de cromosomas produce cro- 
mosomas con más de un centrómero, lo que conduce a rotura cromosó- 
mica durante la división celular. La inestabilidad genética resultante de 
la pérdida de un telómero puede ser la causa principal de que las células 
se conviertan en cancerosas. (TomaDa DE Maria A. BLASCO ET AL., 
CORTESÍA DE CAROL W. GREIDER, CELL, VOL. 91, CUBIERTA #1, 1997; 
CON AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 


de la primera caja de cultivo y se sembrara en una segunda caja, 
tales células deberían proliferar otra vez y cubrir la segunda 
de cultivo. Aunque podría pensarse que es posible subcultivar de 
forma indefinida estas células (como se creyó durante la primera 
mitad del siglo pasado), esto es erróneo. Después de unas 50 a 
80 duplicaciones de la población, las células dejan de dividirse 
y entran en una etapa denominada senescencia replicadora. Si se 
comparara la longitud promedio de los telómeros en los fibro- 
blastos al principio y al final de los experimentos, se encontraría 
una disminución drástica de la longitud de los telómeros a través 
del tiempo de cultivo. Los telómeros se acortan porque la mayor 
parte de las células pierde la enzima telomerasa y es incapaz de 
evitar la pérdida de sus extremos cromosómicos. Los telómeros 
de los cromosomas se acortan de manera progresiva con cada 
división celular; el acortamiento continúa hasta un punto crítico, 
conocido como “crisis”, cuando las células presentan anomalías 
extensas en los cromosomas y dejan de dividirse. En cambio, las 
células que son forzadas a expresar telomerasa continúan proli- 
ferando por cientos de divisiones más. Las células que expresan 
telomerasa no sólo siguen dividiéndose, sino que lo hacen sin 
mostrar los signos de envejecimiento fisiológico que se ven en 
cultivos testigo. 

Aunque la telomerasa está ausente de casi todas las células 
del organismo, existen algunas excepciones notables. Las célu- 
las germinales de las gónadas conservan actividad telomerasa y 
los telómeros de sus cromosomas no se encogen como resultado 
de la división celular. Por consiguiente, cada descendiente co- 
mienza la vida como un cigoto que contiene telómeros de longi- 
tud máxima. De igual manera, las células germinales localizadas 
en el recubrimiento de la piel y el intestino, y las células primor- 
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diales hemopoyéticas de los tejidos formadores de sangre tam- 
bién expresan esta enzima, lo que permite a dichas células conti- 
nuar su proliferación y generar las grandes cantidades de células 
diferenciadas necesarias en estos órganos. La importancia de la 
telomerasa se revela en un raro trastorno en el que los individuos 
tienen concentraciones muy bajas de telomerasa, ya que son he- 
terocigóticos para el gen que codifica el RNA de telomerasa o la 
subunidad proteínica. Tales individuos sufren insuficiencia de la 
médula ósea por incapacidad de este tejido formador de sangre 
para producir un número suficiente de células sanguíneas duran- 
te la duración normal de la vida humana. 

Si los telómeros son un factor tan importante para limitar el 
número de veces que una célula puede dividirse, podría esperarse 
que fueran un factor decisivo en el envejecimiento de los seres 
humanos. Por ejemplo, hay estudios que informan que las perso- 
nas ancianas cuyos leucocitos tienen telómeros más cortos tienen 
mayor probabilidad de enfermedad cardiovascular o de contraer 
infecciones graves que los sujetos de la misma edad cuyas célu- 
las sanguíneas tienen telómeros más grandes. En otra serie de 
investigaciones se descubrió que el síndrome de Werner, una en- 
fermedad hereditaria que hace que los pacientes envejezcan mu- 
cho más rápido de lo normal, se caracteriza por mantenimiento 
anormal de los telómeros. Incluso se informó que las mujeres so- 
metidas a estrés crónico por cuidar a niños muy enfermos tienen 
telómeros más cortos y menor actividad de telomerasa. Antes de 
concluir que tener sobreactividad de telomerasa es la clave para 
prolongar el lapso de vida del ser humano, se debe considerar la 
siguiente información. 

El consenso actual indica que el acortamiento de los teló- 
meros protege al ser humano contra el cáncer al limitar el nú- 
mero de divisiones de una célula potencialmente tumoral. Las 
células malignas, por definición, son células que escaparon del 
control de crecimiento normal del organismo y continúan en 
división indefinida. ¿Cómo es que las células tumorales pue- 
den dividirse de manera repetida sin llegar a la muerte celular? 
A diferencia de las células normales que pierden la actividad de 
telomerasa, cerca de 90% de los tumores humanos consiste en 
células que contienen enzima telomerasa activa.* Se especula que 
el crecimiento de los tumores se relaciona con una intensa selec- 
ción de células en las que la expresión de la telomerasa se reacti- 
vó. Aunque casi todas las células tumorales fallan para expresar 
la telomerasa y mueren, las células raras que expresan la enzima 
telomerasa se “inmortalizan”. Esto no significa que la activación 
de la telomerasa por sí misma ocasione que las células se convier- 
tan en malignas. Como se revisa en el capítulo 16, el cáncer es 
un proceso de múltiples pasos en los que las células casi siempre 
desarrollan cromosomas anormales y cambios en la adhesión ce- 
lular y la capacidad para invadir los tejidos normales. La división 
celular ilimitada es sólo una propiedad de las células cancerosas. 
Resulta interesante notar que los primeros descubrimientos so- 
bre secuencias teloméricas de DNA y telomerasa se realizaron en 
Tetrahymena, el mismo microorganismo unicelular habitante de 
depósitos de agua estancada en que se descubrieron las ribozimas 
(pág. 469). Esto sirve como otro recordatorio de que nunca se 
sabe qué vías experimentales llevarán a descubrimientos de gran 
importancia médica. 


3El otro 10% o más tiene un mecanismo alternativo basado en recombinación 
genética que mantiene la longitud de los telómeros en ausencia de telomerasa. 
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FIGURA 12-22 Cada cromosoma mitótico tiene un centrómero cuyo 
sitio está marcado por una indentación distinta. Micrografía electró- 
nica de barrido de un cromosoma mitótico. El centrómero (C) contiene 
secuencias de DNA muy repetidas (DNA satélite) y una proteína que 
contiene una estructura denominada cinetocoro que sirve como sitio 
para la unión de los microtúbulos del huso acromático durante la mitosis 
y la meiosis (que se estudian en el capítulo 14). (TOMADA DE Jerome B. 
RarTNER, BroEss. 13:51, 1991.) 


Centrómeros Cada centrómero que se ilustra en la figura 
12-18 contiene un sitio en el que la superficie externa está muy 
indentada. El sitio de la constricción marca el centrómero del 
cromosoma (fig. 12-22). En seres humanos el centrómero con- 
tiene una repetición en tándem, una secuencia de 171 pares de 
bases (llamada DIVA satélite a) que se extiende a por lo menos 
500 kilobases. Este segmento de DNA se relaciona con proteí- 
nas específicas que se distinguen de otras partes del cromosoma. 
Por ejemplo, la cromatina centromérica contiene una variante 
“especial” de histona H3, denominada CENP-A, que reemplaza 
la histona H3 convencional en muchos de los nucleosomas. Du- 
rante la formación de cromosomas mitóticos, los nucleosomas 
que contienen CENP-A se sitúan en la superficie externa del 
centrómero, donde sirven como plataforma para el ensamble 
del cinetocoro. A su vez, el cinetocoro sirve como sitio de unión 
para los microtúbulos que separan los cromosomas durante la 
división celular (fig. 14-16). Los cromosomas que carecen de 
centrómero tienen problemas para ensamblarse a un cinetocoro 
y se pierden durante la división celular. 

En capítulos previos se sugirió que las secuencias de DNA 
que se encargan de las funciones celulares esenciales tienden a 
conservarse. Por tanto fue sorprendente descubrir que el DNA 
centromérico presenta diferencias marcadas en la secuencia nu- 
cleotídica, inclusive entre especies muy relacionadas. Este hallaz- 
go sugiere que la secuencia del DNA por sí misma no es un 
determinante de importancia de la estructura del centrómero y 
su función, una conclusión muy bien apoyada por los siguien- 
tes estudios en seres humanos. Casi uno de cada 2000 humanos 
nace con células que tienen una pieza más de DNA cromosó- 
mico que forma un cromosoma diminuto adicional llamado cro- 
mosoma marcador. En algunos casos los cromosomas marcado- 
res están desprovistos de DNA satélite a y aún contienen una 
constricción primaria y un centrómero por completo funcional 
que permite a los cromosomas duplicados separarse con norma- 
lidad en las células hijas en cada división. Es claro que algunas 
otras secuencias de DNA en estos cromosomas marcadores se 
“seleccionan” como el sitio de unión para las proteínas centromé- 
ricas. El centrómero aparece en el mismo sitio en un cromosoma 
marcador en todas las células de las personas, lo que indica que 
la propiedad se transmite a los cromosomas hijos durante la di- 
visión celular. Un estudio reveló que los cromosomas marcadores 


se transmiten de manera estable a través de tres generaciones de 
miembros de una familia. 


Epigenética: hay más que heredar 
que una secuencia de DNA 


Como se describió en párrafos anteriores, el DNA satélite a no 
es necesario para el desarrollo de los centrómeros. De hecho do- 
cenas de secuencias de DNA no relacionadas se encuentran en 
los centrómeros de cromosomas marcadores. No es el DNA el 
que marca indeleblemente el sitio como un centrómero, sino la 
cromatina con CENP-A que contiene. Estos datos dan pie a 
otro tema. No todas las características hereditarias dependen de 
las secuencias de DNA. La herencia de este tipo se refiere como 
herencia epigenética en oposición a la genética. La inactivación 
del cromosoma X que se estudia en la página 486 es otro ejem- 
plo de un fenómeno epigenético: los dos cromosomas X pueden 
tener secuencias de DNA idénticas, pero uno se inactiva y el 
otro no. Además el estado de inactivación se transmite de una 
célula a sus hijas durante la vida de una persona. Sin embargo, 
a diferencia de la herencia genética, un estado epigenético suele 
revertirse; por ejemplo, los cromosomas X se reactivan antes de 
la formación de gametos. Los cambios inapropiados en el estado 
epigenético se vinculan con numerosas enfermedades. Asimismo 
existen indicios que sugieren que las diferencias en susceptibili- 
dad a enfermedades y longevidad entre gemelos genéticamente 
idénticos pueden deberse en parte a diferencias epigenéticas que 
aparecen entre los gemelos a medida que envejecen. 

Los biólogos han discutido sobre fenómenos epigenéticos 
durante décadas, pero ya lograron comprender 1) los mecanis- 
mos por los cuales se almacena la información epigenética y 2) 
los mecanismos por los cuales puede transmitirse un estado epi- 
genético de una célula a otra y de un progenitor al descendiente. 
Esta explicación se enfoca sobre todo en un tipo de fenómeno 
epigenético: el estado de la actividad génica de una célula. Consi- 
dérese una célula primordial que reside en la base de la epidermis 
(como en la figura 7-1). Ciertos genes de estas células se trans- 
criben en forma activa y otros están reprimidos, y es importante 
que este patrón característico de actividad génica se transmita 
de una célula a sus hijas. Sin embargo, no todas las células hijas 
continúan la vida como células primordiales; algunas adquieren 
un nuevo compromiso y comienzan el proceso de diferenciación 
hacia células epidérmicas maduras. Este paso requiere un cambio 
en el estado de transcripción de esa célula. En fecha reciente 
la atención se enfocó en el código histónico (pág. 487) como 
un factor crítico tanto para la determinación del estado trans- 
cripcional de una región particular de cromatina como para su 
transmisión a las generaciones subsecuentes. 

Cuando el DNA de una célula se replica, las histonas re- 
lacionadas con el DNA como parte de los nucleosomas se dis- 
tribuyen en forma aleatoria en las células hijas junto con las 
moléculas de DNA. Como resultado, cada cadena hija de DNA 
recibe la mitad de los núcleos de histona que estuvieron rela- 
cionados con la cadena parental (fig. 13-24). La otra mitad de 
los núcleos de histona que se vinculan con las cadenas de DNA 
hijas se recluta de un fondo común de moléculas de histona 
recién sintetizadas. Se piensa que las modificaciones presentes 
en las colas de histona en la cromatina parental determinan las 
modificaciones que serán introducidas en las histonas de sínte- 


sis recientes en la cromatina hija. Por ejemplo, como se revisó 
en la página 488, la heterocromatina tiene residuos de lisina 
metilados en la posición 9 de la histona H3. La enzima que 
se encarga de esta reacción de metilación está presente como 
uno de los componentes de la heterocromatina. Se piensa que 
conforme esta última se replica, la enzima metiltransferasa de 
histona metila las moléculas de histona H3 recién sintetizadas 
que se incorporan en los nucleosomas de las células hijas. De 
esta forma el patrón de metilación de la cromatina, y por tanto 
su estado de heterocromatina condensada, se transmite de la 
célula paterna a su descendencia. En cambio, las regiones de 
eucromatina tienden a contener colas de H3 acetilada y esta 
modificación también se transmite de la cromatina parental a la 
cromatina de la descendencia, lo que quizá constituya el meca- 
nismo epigenético por el que las regiones de eucromatina activa 
se perpetúan en las células hijas. Las modificaciones de histona 
representan un portador de información epigenética y las modi- 
ficaciones covalentes al DNA son otro tipo. Este último aspecto 
se trata en la página 520. 


El núcleo como un organelo organizado 


El examen del citoplasma de una célula eucariota bajo el mi- 
croscopio electrónico reveló la presencia de una matriz (arreglo) 
diverso de organelos membranosos y elementos del citoesquele- 
to. Por otra parte, el examen del núcleo suele mostrar cromatina 
dispersa y uno o más nucléolos irregulares. Como resultado los 
investigadores se quedaron con la impresión de que el núcleo es 
semejante a un “saco” de componentes posicionados al azar. El 
desarrollo de nuevas técnicas de microscopia, inclusive la hibri- 
dación con fluorescencia in situ (FISH, pág. 397) y las imágenes 
de células vivas marcadas con GFP (pág. 267), permitió localizar 
los loci de genes específicos dentro del núcleo de interfase. A 
partir de estos estudios fue evidente que el núcleo mantiene un 


FIGURA 12-23 Mapa tridimensional de todos los cromosomas presen- 
tes en el núcleo de un fibroblasto humano. Esta imagen generada por 
computadora se basa en análisis de hibridación in situ de fluorescencia 
similares al descrito en la figura 12-185, que permite distinguir cada 
cromosoma humano de otros y representarlo mediante un color identifi- 
cable. Se observa que cada cromosoma ocupa un territorio bien definido 
dentro del núcleo. (TOMADA DE ANDREAS BOLZER, ET AL., PLoS BroL. 
3:E157, 2005, CORTESÍA DE THOMAS CREMER.) 
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orden considerable. Por ejemplo, las fibras de cromatina de un 
cromosoma en interfase no se mezclan en el núcleo como un nu- 
do de espaguetis, más bien se concentran en un territorio distinto 
que no se traslapa de manera extensa con los territorios de otros 
cromosomas (fig. 12-23). 

Aunque es evidente que los cromosomas ocupan diferentes 
territorios, se ha demostrado que es posible que fibras indivi- 
duales de cromatina se extiendan a distancias considerables de 
estos territorios. Además, parece que las secuencias de DNA 
que participan en una respuesta biológica común, pero residen 
en distintos cromosomas pueden unirse dentro del núcleo, don- 
de tal vez influyan en la transcripción génica. Se descubrieron 
las interacciones entre distintos loci mediante la invención de 
diversas técnicas que implican la “captura de conformación 
de cromosomas (3C)”. En esta técnica, se mata a las células 
(se fijan) con formaldehído, lo que hace que las secuencias de 
DNA que se encuentran próximas establezcan enlaces covalen- 
tes entre sí (se dice que se “capturan”). Después del proceso de 
fijación, se aísla el DNA y se somete a digestión con enzimas 
de restricción (sección 18.13) y los productos de la digestión se 
analizan para determinar qué secuencias de DNA en el genoma 
interactuaban con una secuencia de DNA determinada (la se- 
cuencia “carnada”) al momento de la fijación. Por ejemplo, a un 
investigador le gustaría saber qué secuencias de DNA de todo el 
genoma interactúan con el locus de la globina B durante la di- 
ferenciación de los eritrocitos en la médula ósea. Las secuencias 
de DNA encontradas en interacción mediante esta técnica casi 
siempre son las secuencias presentes en el mismo cromosoma. 
Esto es lo que se esperaría, por ejemplo, entre un intensificador 
y un promotor del mismo gen, que estarían muy próximos, como 
se muestra en la figura 12-44. No obstante, también se han en- 
contrado muchos ejemplos en los que las secuencias de DNA en 
interacción estaban en distintos cromosomas. Un buen ejemplo 
de estas interacciones cromosómicas proviene de un estudio en 
el que células mamarias humanas cultivadas (versiones normales 
y malignas) se trataron con la hormona estrógeno (fig. 12-24). 
El estrógeno induce la transcripción de una gran cantidad de 
genes blanco mediante su unión con un receptor estrogénico 
(ERa). Dos genes blanco del estrógeno en los seres humanos 
son GREB1, situado en el cromosoma 2, y TRFF1, localizado en 
el cromosoma 21. Antes de tratar a las células con estrógeno, los 
territorios de los cromosomas 2 y 21 están distanciados entre sí, 
y los loci génicos GREB1 y TRFF1 se encuentran guardados en 
el interior de los territorios de sus cromosomas respectivos (fig. 
12-24a). Sin embargo, minutos después de exponer las células al 
estrógeno, estos dos territorios cromosómicos se aproximan uno 
al otro y los dos loci génicos se aproximan (se colocalizan) en la 
periferia de sus territorios (fig. 12-240). Tales estudios apoyan 
la idea de que los genes se desplazan a sitios en el núcleo llama- 
dos fábricas de transcripción, donde se concentra la maquinaria 
de transcripción, y los genes implicados en la misma respuesta 
tienden a colocalizarse en la misma fábrica (fig. 12-24c). 

Otro ejemplo de la interrelación entre la organización nu- 
clear y la expresión génica se ilustra en la figura 12-254. Esta 
micrografía muestra una célula que se tiñó con un anticuerpo 
fluorescente dirigido contra uno de los factores proteínicos que 
participan en el corte y empalme de pre-mRNA. En lugar de 
diseminarse de manera uniforme en el núcleo, la maquinaria del 
procesamiento se concentra en 20 a 50 dominios irregulares co- 
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FIGURA 12-24 Puede haber interacciones entre genes situados a dis- 
tancia como respuesta a estímulos fisiológicos. (1) Dos células deri- 
vadas de una línea de cáncer mamario no tratadas con hormonas. Los 
territorios de los cromosomas 2 y 12, a los que se puso una marca fluo- 
rescente en todas las células, se sitúan en forma independiente uno del 
otro en el núcleo. (4) Dos de los mismos tipos de células cancerosas 
mamarias visualizadas 60 min después del tratamiento con estrógeno. 
Las interacciones entre los territorios de los cromosomas 2 y 21 ya son 
evidentes. El examen cuidadoso muestra la localización del locus TFF1 
(en verde) en el cromosoma 21 y el locus GREB1 en el cromosoma 2 (en 
rojo). En este estudio, casi la mitad de las células tratadas con hormonas 
presentaron interacciones entre dos alelos (o sea, ambos alelos TEF1 en 
interacción con los alelos GREB1) como se muestra aquí. (c) Un dibujo 
que ilustra cómo los genes en diferentes regiones del mismo cromosoma 
(A y B) o en distintos cromosomas (C y D), pueden reunirse en el nú- 
cleo. En algunos casos, las secuencias de DNA de loci distantes pueden 
influir uno en la actividad de transcripción del otro, y en otros casos 
estos genes distantes sólo comparten una conjunto común de proteínas 
participantes en el proceso de transcripción. (TomADA DE Qiponc Hu 
ET AL., POR CORTESÍA DE MICHAEL G. RosENFELD, Proc. NAT'L. ACAD. 


Scr. U.S.A. 105; 19200, 2008.) 


nocidos como “motas”. De acuerdo con la opinión prevaleciente, 
estas motas funcionan como depósitos de almacenamiento di- 
námico que aportan los factores de corte y empalme para utili- 
zarlos en los sitios de transcripción cercanos. La mancha verde 
en el núcleo de la figura 12-254 representa un gen viral que se 
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FIGURA 12-25 Compartimentalización nuclear de la maquinaria de 
procesamiento de los mRNA celulares. (a) Núcleo de una célula teñi- 


do con anticuerpos fluorescentes dirigidos contra uno de los factores que 
participan en el procesamiento del mRNA. La maquinaria de procesa- 
miento del mRNA se localiza en alrededor de 30 a 50 sitios discretos, o 
“motas”. La célula que se muestra en esta micrografía se infectó con un 
citomegalovirus, cuyos genes (que se muestran como puntos verdes) se 
transcriben cerca de uno de estos dominios. (5) Las células cultivadas 
se transfectaron con un virus y la transcripción se activó mediante la 
adición de AMP cíclico. Las imágenes se ven en varios periodos después 
de la activación transcripcional. El sitio de transcripción del genoma 
viral en esta célula se indica mediante flechas. Este sitio se reveló al final 
del experimento por hibridación del RNA viral a una sonda marcada 
con fluorescencia (indicado por la flecha blanca en el cuarto esquema). 
Factores de corte y empalme de pre-mRNA (naranja) forman un rastro 
de motas en la dirección de los genes que se transcriben. (A: TOMADA DE 
Tom MisrTELI Y Davip L. SpecTor, Curr. Orin. CELL Bior. 10:324, 
1998; B: REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE Tom MistELI, Javier F. 
Cáceres Y Davip L. SPECTOR, NATURE 387:525, 1997; DERECHOS RE- 
SERVADOS 1997, MacmILLAN MAGAZINES LIMITED.) 


transcribe cerca de una de las motas. Las micrografías de la figura 
12-254 muestran un rastro de factores de corte y empalme que 
se extiende desde un dominio de mota hacia un sitio cercano 
donde la síntesis del pre-mRNA recién se activó. Las diversas 
estructuras del núcleo, entre ellas el nucléolo y las motas, son 
compartimientos dinámicos en estado estable cuya existencia 
depende de su actividad continua. Si la actividad se bloquea, los 
compartimientos desaparecen y sus materiales se dispersan en el 
nucleoplasma. 

Además de los nucléolos y las motas, otros corpúsculos o 


cuerpos nucleares (p. ej., los corpúsculos de Cajal, las GEM y los 


cuerpos PML) a menudo se observan bajo el microscopio. Cada 
uno de estos cuerpos nucleares contiene gran número de proteí- 
nas que se mueven hacia adentro y hacia afuera de la estructura 
de modo dinámico. Dado que ninguno de dichos cuerpos nu- 
cleares está rodeado por membrana, no se requieren mecanismos 
especiales de transporte para estos movimientos a gran escala. 
Se han atribuido diversas funciones a estas estructuras nucleares, 
pero siguen siendo mal definidas. Sin embargo, no parecen ser 
esenciales para la viabilidad de la célula y no se les considerará 
más aquí. 


(b) 0.2 um 


FIGURA 12-26 La matriz nuclear. (a) Micrografía electrónica de un 
núcleo aislado en presencia de detergente y sal 2 M, que abandona la 
matriz nuclear rodeado por un halo de asas de DNA. La flecha marca 
el límite externo de las asas de DNA. (5) Micrografía electrónica de 
una porción de un fibroblasto de ratón extraído con detergentes y des- 
provisto de su cromatina y DNA mediante tratamiento con nucleasas 
y una alta concentración de sal. Puede verse que el núcleo (N) consiste 
en una matriz de filamentos residuales cuyos elementos terminan en 
el sitio de la envoltura nuclear. El citoplasma (C) contiene una matriz 
de citoesqueleto diferente cuya estructura se revisa en el capítulo 9. (a: 
REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE D. A. Jackson, S. J. McCrEaADY Y 
P. R. Cook, NATURE 292:553, 1981; O DERECHOS RESERVADOS 1981, 
MaAcMILLAN MAGAZINES LIMITED; B: TOMADA DE Davip G. Carco, 
CATHERINE M. Wan Y SHELDON Penman, CELL 29:851, 1982; con 
AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 
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La matriz nuclear Cuando el núcleo aislado se trata con 
detergentes no iónicos y ricos en sal (p. ej., 2 M de cloruro de 
sodio), que remueven los lípidos y casi todas las proteínas histó- 
nicas y no histónicas de la cromatina, el DNA se observa como 
un halo que rodea el núcleo residual (fig. 12-264). Si después 
de que se digieran las fibras de DNA con DNasa, la estructu- 
ra que permanece posee la misma forma que el núcleo original, 
pero se compone de una red fibrilar de proteínas delgadas que se 
entrecruzan en el espacio nuclear (fig. 12-260). Esta red fibrilar 
insoluble se denomina matriz nuclear. La matriz nuclear es un 
tema de gran controversia en la biología celular; un grupo de 
investigadores supone que la red de proteínas que se observa en 
la figura 12-26 es un artefacto de la preparación. 

De acuerdo con muchas propuestas, la matriz nuclear sirve 
como esqueleto o andamiaje para mantener la forma del núcleo 
o un andamiaje en el que las asas de cromatina se organizan 
(pág. 484); también sirve para anclar gran parte de la maquinaria 
que participa en las diferentes actividades del núcleo, inclusive 
la transcripción, el procesamiento de RNA y la replicación. Por 
ejemplo, si las células se incuban con una sonda de precursores 
de RNA o DNA marcada con radiactividad o fluorescencia por 
un breve periodo, se detecta que casi todos los ácidos nucleicos 
sintetizados de novo se relacionan con estructuras fibrilares del 
tipo de las que se muestran en la figura 12-26. 


1. Describir los componentes que forman la envoltura 
nuclear. ¿Cuál es la relación entre las membranas 
nucleares y el complejo del poro nuclear? ¿De 

qué manera el complejo del poro nuclear regula el 

movimiento bidireccional de materiales entre el núcleo 

y el citoplasma? 

¿Cuál es la relación entre las histonas y el DNA de 

una partícula nuclear de nucleosoma? ¿Cómo se 

reveló la existencia de los nucleosomas? ¿Cómo se 
organizan los nucleosomas en los niveles superiores 
de cromatina? 

3. ¿Cuál es la diferencia en estructura y función entre la 
heterocromatina y la eucromatina? ¿Entre la cromatina 
constitutiva y la facultativa? ¿Entre un cromosoma 
X activo y uno inactivo en una célula de hembra de 
mamífero? ¿Cómo determina el código de histona el 
estado de una región de la cromatina? 

4. ¿Cuál es la diferencia en estructura y función entre los 
centrómeros y los telómeros de un cromosoma? 

5. Describa algunas de las observaciones que sugieren que 
el núcleo es un compartimiento ordenado. 


N 


r 
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GENICA EN BACTERIAS 


Una célula bacteriana vive en contacto directo con el ambiente, 
que puede cambiar de composición química de manera radical 
de un momento a otro. En cierto momento un compuesto par- 
ticular puede estar presente, mientras que en otro es posible que 
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FIGURA 12-27 Cinética de la inducción de galactosidasa f en E. coli. 
Cuando se agrega un inductor apropiado (un galactósido ß), la produc- 
ción de mRNA por la enzima galactosidasa B comienza de manera muy 
rápida, seguida 1 min o más después por la aparición de la enzima, cuya 
concentración se incrementa con rapidez. La remoción del inductor 
conduce a una caída del nivel del mRNA, lo que refleja su pronta degra- 
dación. Los niveles de enzima decaen luego porque ya no se sintetizan 
nuevas moléculas. 


esté ausente. Considérense las consecuencias de transferir un 
cultivo bacteriano de un medio mínimo a uno que contiene: 1) 
lactosa o 2) triptófano. 


1. La lactosa es un disacárido (fig. 2-16) compuesto de glucosa y 
galactosa cuya oxidación puede proporcionar intermediarios 
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Proteína 
represora 


” 


Promotor (P) 


Gen 1 Gen 2 


Gen 3 


Genes estructurales 
(codifican para enzimas 
de la misma vía metabólica) 


Operador (0) 


metabólicos y energía a la célula. El primer paso en el catabo- 
lismo (es decir, la degradación) de la lactosa es la hidrólisis del 
enlace (un enlace galactósido B) que une los dos azúcares, una 
reacción que la enzima galactosidasa B cataliza. Cuando las 
células bacterianas crecen bajo condiciones mínimas, la célula 
no necesita la enzima galactosidasa B. Bajo las condiciones 
mínimas una célula promedio contiene pocas copias de ga- 
lactosidasa B y una sola copia del mRNA correspondiente. 
Algunos minutos después de adicionar lactosa al medio de 
cultivo las células acumulan cerca de 1000 veces el número 
de moléculas de galactosidasa B. La presencia de la lactosa 
indujo la síntesis de esta enzima (fig. 12-27). 


2. El triptófano es un aminoácido necesario para la síntesis de 
proteína. En ausencia de este compuesto en el medio una 
bacteria debe gastar energía para sintetizar este aminoácido. 
Las células que crecen en ausencia de triptófano contienen 
las enzimas, y su mRNA correspondiente, que se necesitan 
para la manufactura del triptófano. Sin embargo, si este ami- 
noácido está disponible en el medio, las células no tienen que 
sintetizar su propio triptófano y en pocos minutos la pro- 
ducción de la enzima que participa en la vía de triptófano se 
suspende. En presencia de triptófano los genes que codifican 
estas enzimas se reprimen. 


El operón bacteriano 


En una bacteria, los genes que codifican las enzimas de una vía 
metabólica suelen agruparse juntos sobre un cromosoma en un 
complejo funcional que se conoce como operón. Todos los ge- 
nes de un operón se controlan de manera coordinada mediante 
un mecanismo que Francois Jacob y Jacques Monod del Ins- 
tituto Pasteur en París, describieron por primera vez en 1961. 
Un operón bacteriano típico consta de genes estructurales, una 
región promotora, una región operadora y un gen regulador (fig. 
12-28). 


m Los genes estructurales codifican para las mismas enzi- 
mas. Los genes estructurales de un operón suelen yacer uno 
junto a otro y la RNA polimerasa se mueve de un gen es- 
tructural al siguiente, transcribiendo todos estos genes en un 


Los componentes 


de operón se 


muestran en verde FIGURA 12-28 Organización de un operón 


bacteriano. Las enzimas que conforman una 
vía metabólica son codificadas por una serie 


Gen de genes estructurales que residen en un or- 
regulador 


denamiento continuo dentro del cromoso- 
ma bacteriano. Todos los genes estructurales 
de un operón se transcriben en un mRNA 
continuo, que se traduce en polipéptidos 
separados. La transcripción de los genes es- 
tructurales está controlada por una proteína 
represora que se sintetiza a partir de un gen 
regulador. Cuando se une con el sitio opera- 
dor del DNA, la proteína represora bloquea 
el movimiento de la RNA polimerasa de los 
genes promotores a los estructurales. 


solo mRNA. Este mRNA largo se traduce luego en diferentes 
enzimas individuales de la vía metabólica. En consecuencia el 
encendido de un gen enciende todos los genes que producen 
las enzimas de un operón. 


m El promotor es el sitio donde la RNA polimerasa se une al 
DNA antes del inicio de la transcripción (se revisa en la pági- 
na 426). 


m El operador, que por lo general se localiza adyacente al pro- 
motor o traslapado con éste (fig. 12-30), sirve como el sitio 
de unión para una proteína, que se conoce como represor. 
El represor es un ejemplo de proteína reguladora de genes 
(una proteína que reconoce una secuencia específica dentro 
del DNA y se une a ésta con alta afinidad). Como se revisa 
en las secciones de este capítulo, las proteínas que se unen al 
DNA, como los represores bacterianos, tienen una función 
predominante para determinar si un segmento particular del 
genoma se transcribe o no. 


m El gen regulador codifica la proteína represora. 


La clave para la expresión del operón se encuentra dentro del 
represor. Cuando el represor se une al operador (fig. 12-29), el 
promotor se protege contra la polimerasa y la transcripción de 
los genes estructurales se inhibe. La capacidad del represor para 
unirse con el operador e inhibir la transcripción, depende de la 
conformación de la proteína, que es regulada alostéricamente por 
un compuesto clave en la vía metabólica, como la lactosa o el 
triptófano, como se describe en forma breve. La concentración 
de este componente clave metabólico es la que determina si el 
operador es activo o inactivo en un momento dado. 


El operón /ac La interrelación entre estos diversos elementos 
se ilustra mediante el operón lac (el grupo de genes que regula la 
producción de enzimas necesarias para degradar lactosa en las 
células bacterianas). El operón /ac es un ejemplo de un operón 
inducible, esto es, uno en el que la presencia de una sustancia 
metabólica clave (en este caso lactosa) induce la transcripción 
de genes estructurales (fig. 12-294). El operón /ac contiene tres 
genes estructurales en tándem: el gen z, que codifica la galac- 
tosidasa B; el gen y, que codifica la permeasa de galactósido, 
una proteína que promueve la entrada de la lactosa a la célula, y 
un gen a, que codifica la acetiltransferasa de tiogalactósido, una 
enzima cuya función fisiológica es poco clara. Si la lactosa está 
presente en el medio, el disacárido entra a la célula donde se 
une con el represor /ac, cambia la conformación del represor y lo 
convierte en incapaz de unirse a la región operadora del DNA. 
En tal estado los genes estructurales se transcriben, la enzima se 
sintetiza y las moléculas de lactosa se catabolizan. Por tanto en 
un operón inducible, como /ac, la proteína represora sólo puede 
unirse al DNA en ausencia de lactosa, que funciona como un 
inductor.* Conforme la concentración de lactosa en el medio 
disminuye, el disacárido se disocia de su sitio de unión en la 
molécula represora. La liberación de lactosa capacita al represor 


+El inductor real es la alolactosa, que se deriva y difiere de la lactosa por el tipo 
de unión de enlace entre los dos azúcares. Esta característica no se toma en 
cuenta en la revisión. 
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para unirse a la región operadora, lo que bloquea la polimerasa 
para alcanzar los genes estructurales y apaga la transcripción 
del operón. 


Control positivo por AMP cíclico (monofosfato de adenosina cíclico) 
Los represores, como los de los operones /ac y trp, ejercen su 
influencia por control negativo, como la interacción de estas pro- 
teínas con el DNA que inhibe la expresión de genes. El operón 
lac también se encuentra bajo control positivo según se descubrió 
durante una investigación temprana del fenómeno llamado efec- 
to de glucosa. Si las células bacterianas se alimentan tanto con 
glucosa como con otras sustancias, por ejemplo, lactosa o ga- 
lactosa, catabolizan la glucosa e ignoran los otros componentes. 
La glucosa en el medio actúa para suprimir la producción de 
varias enzimas catabólicas, como la galactosidasa BB, necesarias 
para degradar las otras sustancias. En 1965 se realizó un hallaz- 
go sorprendente: el AMP cíclico (cAMP), que antes se pensaba 
que sólo participaba en el metabolismo eucariota, se detectó en 
células de E. coli. Se encontró que la concentración de cAMP 
en las células se relacionaba con la presencia de glucosa en el 
medio; a mayor concentración de glucosa, menor concentración 
de cAMP. Aún más, cuando se agregó cAMP al medio en pre- 
sencia de glucosa, las células sintetizaron de manera repentina 
las enzimas catabólicas que en condiciones normales estaban 
ausentes. 

Aunque el mecanismo exacto por el que la glucosa dismi- 
nuye la concentración de cAMP se desconoce, el mecanismo por 
el que el CAMP supera el efecto de la glucosa se entiende bien. 
Como era de esperarse, una molécula pequeña como cAMP (fig. 
15-11) no puede estimular la expresión de una batería de genes 
específica. Como en las células eucariotas, el cAMP actúa en las 
células procarióticas al unirse a una proteína, en este caso a la 
proteína receptora de cAMP (CRP). Aunque la CRP por sí misma 
es incapaz de unirse al DNA, el complejo cCAMP-CRP reco- 
noce y une un sitio específico de la región de control /ac (fig. 
12-30). La presencia de la unión de CRP ocasiona un cambio 
en la conformación del DNA, que permite que la RNA polime- 
rasa transcriba el operón /ac. Por tanto la presencia del complejo 
cAMP-CRP es necesaria para la transcripción del operón, aun 
cuando la lactosa está presente y el represor es inactivo. Confor- 
me la glucosa es más abundante, las concentraciones del CAMP 
permanecen por debajo de las requeridas para promover la trans- 
cripción del operón. 


El operón trp En un operón reprimible, como el operón trip- 
tófano (o trp), el represor es incapaz de unirse al DNA operador 
por sí mismo. De hecho el represor se activa como una proteína 
que se une al DNA sólo cuando forma un complejo con un factor 
específico, como el triptófano (fig. 12-295), que funciona como 
un correpresor. En ausencia de triptófano, el sitio operador está 
abierto para la unión de la RNA polimerasa, que transcribe los 
genes estructurales del operón trp y conduce a la producción de 
las enzimas que sintetizan triptófano. Una vez que el triptófano 
está disponible, las enzimas de la vía de la síntesis del triptófa- 
no ya no se requieren. Bajo estas condiciones el incremento de 
la concentración de triptófano lleva a la formación del complejo 
triptófano-represor, que bloquea la transcripción. 
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FIGURA 12-29 Regulación génica por medio de operones. Los opero- 
nes inducibles y los reprimibles trabajan con un principio semejante: si el 
represor es capaz de unirse al operador, los genes se apagan; si el represor 
se inactiva o es incapaz de unirse al operador, los genes se expresan. (a) 
En un operón inducible: 1) el inductor (en este caso el disacárido lacto- 
sa) se une a la proteína represora y 2) impide su unión con el operador 
(O). 3) Sin el represor en este proceso, la RNA polimerasa se une al 
promotor (P) y 4) transcribe los genes estructurales. Por tanto, cuando 
la concentración de lactosa es alta, el operador se induce y se producen 
las enzimas necesarias que digieren el azúcar. 5) Conforme el azúcar 
se metaboliza, su concentración disminuye, 6) lo que ocasiona que las 
moléculas inductoras unidas se disocien del represor, que entonces re- 
adquiere su habilidad para unirse al operador e impedir la transcripción. 
De esta forma, cuando la concentración del inductor es baja, el operón 
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se reprime e impide la síntesis de enzimas innecesarias. (4) En un operón 
reprimible, como el operón ¿rp, el represor por sí mismo es incapaz de 
unirse al operador y los genes estructurales que codifican para las enzi- 
mas se transcriben de manera activa. Las enzimas del operón trp catali- 
zan las reacciones en las que esta enzima esencial se sintetiza: 1) Cuan- 
do está disponible, la molécula de triptófano actúa como correpresor al 
unirse al represor inactivo y 2) al cambiar su estructura, lo que permite 
que se una al operador y 3) evita la transcripción de genes estructurales. 
Por tanto, cuando la concentración de triptófano es alta, el operador se 
reprime y ello previene la sobreproducción de triptófano. 4) Cuando la 
concentración de triptófano es baja, la mayor parte de las moléculas del 
represor pierde un correpresor y en consecuencia no se une al operador. 
5) Los genes se transcriben, 6) las enzimas se sintetizan y 7) el producto 
terminal (triptófano) necesario se produce (8). 
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Operador 


m mRNA 


EAT H E RcAnAGCOGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATG 3' 
ÚS —— M 
de DNA CTTTCGCCCGTCACTCGCGTTGCGTTAATTACACTCAATCGAGTGAGTAATCCGTGGGGTCCGAAATGTGAAATACGAAGGCCGAGCATACAACACACCTTAACACTCGCCTATTGTTAAAGTGTGTCCTTTGTCGATACTGGTAC D' 


FIGURA 12-30 Secuencia nucleotídica de sitios de unión en la región 
de control del operón lac. La región promotora contiene el sitio de 
unión tanto para la proteína CRP como para la RNA polimerasa. El 
sitio de inicio de la transcripción se define como +1, que se encuentra 
alrededor de 40 nucleótidos en dirección 5' del sitio en que la traduc- 


Ribointerruptores 


En los últimos años un tipo de mecanismo diferente ha capta- 
do la atención de los investigadores que estudian la regulación 
génica bacteriana. Se ha descubierto que no son sólo proteínas 
(como los represores /ac y trp) las moléculas reguladoras génicas 
que son influidas por la interacción con metabolitos pequeños. 
Se han identificado varios RNA mensajeros (mRNA) bacteria- 
nos capaces de unirse con notable especificidad a un metabolito 
pequeño, como glucosamina o adenina. El metabolito se fija a 
una región no codificadora 5' o 3' del mRNA. Una vez unidos al 
metabolito, estos mRNA, o ribointerruptores, experimentan un 
cambio en su conformación plegada que les permite modificar 
la expresión de un gen implicado en la producción de ese me- 
tabolito. La mayoría de los ribointerruptores suprimen la expre- 
sión génica bloqueando el fin de la transcripción o el inicio de la 
traducción. Como los represores que actúan de manera conjun- 
ta con operones, los ribointerruptores permiten que las células 
ajusten su nivel de expresión génica en respuesta a cambios en la 
disponibilidad de determinados metabolitos. Dado que actúan 
sin la participación de cofactores proteínicos, es probable que los 
ribointerruptores sean un legado de un mundo de RNA ances- 
tral (pág. 448). Se ha descubierto un tipo de ribointerruptor en 
plantas y hongos, y está en marcha la búsqueda de este nuevo 
tipo de regulación génica en células animales. 


1. Describa la cascada de fenómenos que produce 
cambios repentinos en la expresión génica en una célula 
bacteriana tras la adición de lactosa al medio de cultivo. 
¿Cómo se compara con los fenómenos que ocurren en 
respuesta a la adición de triptófano? 

2. ¿Cuál es la función del AMP cíclico en la síntesis de 
galactosidasa B? 

3. ¿Qué es un ribointerruptor? 


ción se inicia. Las regiones de simetría de secuencia en el sitio CRP y 
el operador se indican mediante la línea roja horizontal. (REIMPRESA 
CON AUTORIZACIÓN DE R. C. DICKSON ET AL., SCIENCE 187:32, 1975; O 
DERECHOS RESERVADOS 1975, AMERICAN ÅSSOCIATION FOR THE ÅD- 
VANCEMENT OF SCIENCE.) 
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Además de poseer un genoma que contiene decenas de miles 
de genes, las plantas y los animales se componen de muchos 
tipos de células diferentes. Los vertebrados, por ejemplo, están 
formados por cientos de células de tipos distintos, cada uno 
mucho más complejo que una célula bacteriana y que requiere 
una batería distinta de proteínas capaces de realizar actividades 
especializadas. 

En algún tiempo los biólogos pensaron que las células ad- 
quirían su estado de diferenciación particular al retener parte de 
los cromosomas necesarios para las funciones de ese tipo de cé- 
lula, en tanto se eliminaban otras partes de estos cromosomas 
que no se requerirían. La idea de que la diferenciación se acom- 
pañaba de la pérdida de información genética se eliminó por 
completo, entre los decenios de 1950 y 1960 mediante una serie 
de experimentos clave tanto en plantas como en animales que 
demostraron que las células diferenciadas retenían los genes ne- 
cesarios para convertirse en otra célula en ese organismo. Como 
un ejemplo, Frederick Steward et al., de la Cornell University, 
demostraron que una célula obtenida de la raíz de una planta 
madura podía inducirse para crecer en una planta completa y 
desarrollada que contenía todos los tipos celulares que en condi- 
ciones normales estaban presentes. 

Aunque una célula única de un animal adulto no puede ori- 
ginar individuos nuevos, está comprobado que el núcleo de estas 
células contiene toda la información necesaria para desarrollar 
un organismo nuevo. Lo anterior se demostró en forma espec- 
tacular en 1997, cuando un grupo de investigadores escoceses 
dieron a conocer el primer mamífero clonado (la oveja Dolly). 
Para lograr esta hazaña tan controvertida los investigadores pre- 
pararon dos tipos de células: 1) un oocito de oveja no fertilizado 
cuyos cromosomas se habían eliminado y 2) células cultivadas 
derivadas de la glándula mamaria (ubre) de una oveja adulta. 
Cada uno de los oocitos enucleados se fusionó con una de las cé- 
lulas cultivadas (fig. 12-31). La fusión celular se completó al unir 
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FIGURA 12-31 La clonación de animales demuestra que el núcleo re- 
tiene un complemento íntegro de información genética. En este ex- 
perimento un huevo enucleado de oveja de una cepa se fusionó con una 
célula de glándula mamaria de una hembra de otra cepa. El oocito acti- 
vado se desarrolló en una oveja sana. Como todos los genes de la oveja 
recién nacida se derivaron de núcleo trasplantado (lo que se demostró 
mediante marcadores genéticos), este experimento confirma el concepto 
generalizado de que las células diferenciadas retienen toda la informa- 
ción genética originalmente presente en el cigoto. [La dificultad prima- 
ria en los experimentos de trasplante nuclear suele presentarse cuando 
el núcleo de una célula somática (no germinativa) se coloca de manera 
repentina en el citoplasma de un huevo hasta cierto punto inactivo. Para 
evitar dañar el núcleo donador, las células cultivadas se llevaron a un 
estado de reposo (llamado G,) mediante la reducción drástica del conte- 
nido de suero en el medio de cultivo. ] 


los dos tipos celulares y someterlos a un breve pulso eléctrico, que 
también sirvió para estimular el inicio del desarrollo embrionario 
del huevo. Este procedimiento permitió, en esencia, trasplantar 
un núcleo de una célula adulta en un oocito carente de material 
genético. Mediante el uso de las instrucciones genéticas aporta- 
das por este nuevo núcleo, un huevo se desarrolla en un cordero 
que contiene todas las células diferenciadas que se encuentran 
en este animal. Desde el nacimiento de la oveja Dolly los inves- 
tigadores han clonado en forma exitosa más de una docena de 


otros mamíferos, incluidos ratones, vacas, cabras, cerdos, conejos 
y gatos (fig. 12-130). 

Estos experimentos evidenciaron que el núcleo de las cé- 
lulas especializadas, como las que provienen de las raíces de una 
planta o de una glándula de un animal, contienen la información 
genética necesaria para la diferenciación en otros tipos celulares. 
De hecho cada célula del cuerpo humano alberga un grupo com- 
pleto de “genes humanos”. Por tanto no es la presencia o ausencia 
de genes en una célula la que determina las propiedades de la 
misma, sino la forma en que esos genes se utilizan. Por ejemplo, 
las células que se convierten en células hepáticas lo hacen porque 
expresan un grupo específico de “genes del hígado”, en tanto que 
al mismo tiempo reprimen los genes cuyos productos no partici- 
pan en la función hepática. El éxito de los experimentos de clo- 
nación descritos antes condujo a la conclusión de que el estado 
de transcripción de una célula diferenciada, que a su vez depende 
del estado de su cromatina, no es irreversible. Durante un experi- 
mento de clonación, el núcleo de una célula diferenciada es capaz 
de detener su expresión de genes del tejido adulto a partir del 
cual se tomó e iniciar la expresión selectiva de genes apropiados 
para el huevo activado en el que de pronto se encuentra. Con 
base en estos experimentos de clonación, puede concluirse que 
un núcleo de una célula diferenciada puede reprogramarse con 
factores que residen en el citoplasma de su nuevo ambiente. El 
tema de la expresión selectiva de los genes, que constituye el co- 
razón de la biología molecular, ocupará el resto de este capítulo. 

Una célula bacteriana promedio contiene suficiente DNA 
para codificar alrededor de 3000 polipéptidos, de los que cerca 
de un tercio se expresa en cualquier momento. Compárese lo 
anterior con una célula humana que contiene suficiente DNA 
(6 mil millones de pares de bases) para codificar varios millones 
de polipéptidos diferentes. Aunque la mayor parte de este DNA 
no contiene información codificadora de proteínas, se estima 
que una célula típica de mamífero produce por lo menos 5000 
polipéptidos distintos en cualquier momento. Muchos de es- 
tos polipéptidos, como las enzimas de la glucólisis y los transpor- 
tadores de electrones de la cadena respiratoria, se sintetizan en 
casi todas las células del organismo. Asimismo cada tipo celular 
sintetiza proteínas que son únicas para su estado diferenciado. 
Estas proteínas, más que cualquier otro componente, confieren 
a la célula sus características únicas. A causa de la enorme canti- 
dad de DNA que se encuentra en las células eucariotas y el gran 
número de proteínas distintas que se ensamblan, la regulación 
de la expresión de genes eucariotas es un proceso complejo y 
extraordinario que apenas comienza a entenderse. 

Considérese la situación que enfrenta una célula que se de- 
sarrolla en un glóbulo rojo en la médula ósea de un hueso huma- 
no. La hemoglobina constituye más de 95% de la proteína de es- 
tas células, aunque los genes que codifican para los polipéptidos 
de hemoglobina representan menos de una millonésima parte de 
su DNA total. Las células no sólo tienen que encontrar esta agu- 
ja genética en el pajar cromosómico, también deben regular su 
expresión con tal grado de precisión que la producción de estos 
pocos polipéptidos se convierta en la actividad sintética domi- 
nante de las células. Puesto que la cadena de fenómenos que 
conduce a la síntesis de una proteína consta de diferentes etapas, 
el control puede ejercerse a distintos niveles. La regulación de la 
expresión génica en células eucariotas ocurre sobre todo a tres 
niveles distintos, como se ilustra en la figura 12-32: 


FIGURA 12-32 Resumen de los diferentes niveles de control de la ex- 
presión génica. Los controles al nivel transcripcional operan mediante 
la determinación de qué genes se transcriben y con qué frecuencia; los 
controles al nivel de procesamiento operan para determinar qué parte 
de la transcripción primaria se convierte en parte del grupo de mRNA 
celulares, y el control al nivel traduccional regula si un mRNA particular 
se transcribe o no y, si es así, qué tan a menudo y por cuánto tiempo. 


1. Los mecanismos de control al nivel transcripcional deter- 
minan si un gen particular puede transcribirse y, si es así, con 
qué frecuencia. 

2. Los mecanismos de control al nivel del procesamiento de- 
terminan la vía por la que la transcripción primaria de mRNA 
(pre-mRNA) se procesa en un RNA mensajero que puede 
transcribirse en un polipéptido. 

3. Los mecanismos de control al nivel traduccional determi- 
nan cuándo un mRNA particular se traduce y, si esto ocurre, 
con qué frecuencia y por cuánto tiempo. 


En las siguientes secciones de este capítulo se consideran 
cada una de estas estrategias de regulación. 


12.4 CONTROL AL NIVEL TRANSCRIPCIONAL 


Como en las células procariotas, la transcripción diferencial de 
genes es el mecanismo aislado más importante por el que las 
células eucariotas sintetizan proteínas selectas en cualquier mo- 
mento dado. Numerosas evidencias indican que genes diferentes 
se expresan mediante células en etapas distintas del desarrollo 
embrionario, células en tejidos diversos o células expuestas a di- 
versos tipos de estímulos. La figura 12-33 muestra un ejemplo 
de la expresión génica específica de un tejido. En este caso un 
gen que codifica una proteína específica de músculo se transcribe 
en las células de un embrión de ratón que dará lugar al tejido 
muscular del animal. 
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FIGURA 12-33 Demostración experimental de la expresión específica de 
tejido de un gen que participa en la diferenciación celular del músculo. 
La transcripción del gen de miogenina se activa de modo específico en 
aquellas partes de este embrión de ratón de 11.5 días de edad (el miotomo 
de los somitas) que darán lugar al tejido muscular. La fotografía muestra un 
embrión de ratón transgénico que contiene la región reguladora del gen de 
miogenina localizada en dirección 5' de un gen de galactosidasa B bacteria- 
na, que actúa como un gen reportero. Por lo general el gen de galactosidasa B 
se emplea para vigilar la expresión de tejidos específicos de un gen, porque 
la presencia de la enzima galactosidasa PB se revela con facilidad median- 
te la producción de la coloración azul en una prueba histoquímica sencilla. 
La activación de la transcripción, que resulta de factores transcripcionales 
que se unen a la región reguladora del gen de la miogenina, se indica con 
las células teñidas de azul. (Tomana DE T. C. CHENG ET AL., CORTESÍA DE 
Erıc N. Orson, J. CELL Bior. 119:1652, 1992. MEDIANTE AUTORIZACIÓN 
DE DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UnIVERsSITY Press.) 


De cuando en cuando se inventa una tecnología que cam- 
bia la forma en que se enfrentan ciertos tipos de problemas en 
la biología. Una de estas metodologías es la de micromatrices 
(microarreglos) de DNA (o “chips de DNA”), que pueden pro- 
porcionar un tipo muy diferente de retrato visual del control al 
nivel de la transcripción. Con esta tecnología los investigadores 
pueden vigilar la expresión de miles de genes de una población 
celular particular en un solo experimento.* Se han desarrollado 
varios tipos de micromatrices de DNA. La figura 12-34 (pág. 
506) ilustra el empleo de micromatrices de DNA para comparar 
las poblaciones de mRNA presentes en las células de levadura 
bajo dos condiciones distintas de crecimiento. La parte a de la 
figura presenta un resumen de los pasos básicos de estos experi- 
mentos; tales pasos pueden describirse brevemente como sigue: 


¿Como ocurre con muchas otras tecnologías importantes en la biología 
molecular, el uso de micromatrices ya casi se sustituye en muchos laboratorios. 
Con la caída drástica del costo de la secuenciación del DNA en años recientes, 
los investigadores pueden obtener la secuencia de grandes poblaciones de DNA 
o RNA, en lugar de analizarlos de manera indirecta por hibridación con DNA 
inmovilizados en micromatrices. Este cambio en la tecnología puede observarse 
en la figura 12-41, que muestra dos estrategias para analizar secuencias de DNA, 
una que emplea micromatrices (ChIP-chip) y la otra que simplemente establece 
las secuencias de fragmentos del DNA que se analizan. Hace unos cuantos años 
no se tenía la opción de ChIP-seq. 
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4 FIGURA 12-34 La producción de micromatrices de DNA y su utilización 
en la vigilancia de la transcripción génica. (a) Pasos en la construcción 
de un microordenamiento de DNA. Preparación de los cDNA (p. ej., los 
DNA que representan los mRNA que se encuentran en una célula) usa- 
dos en el experimento que se muestra en los pasos 1 a 3. La preparación 
de las micromatrices de DNA se ilustra en los pasos a a c. La mezcla de 
cDNA se incuba con la micromatriz en el paso 4 y en el paso 5 se muestra 
un resultado hipotético. La intensidad del color de cada mancha es pro- 
porcional al número de cDNA unidos. (4) Resultados de un experimento 
realizado con una mezcla de cDNA que representan las transcripciones de 
mRNA de células de levadura en presencia de glucosa (CDNA marcados 
con verde) y tras la depleción de glucosa ((DNA marcados con rojo). Las 
manchas que exhiben fluorescencia amarilla corresponden a genes que se 
expresan bajo ambas condiciones de cultivo. El recuadro inferior derecho 
muestra un acercamiento de una pequeña porción de la micromatriz. Los 
detalles de este experimento se revisan en el texto. (c) Esquema que mues- 
tra los cambios de las concentraciones de glucosa y etanol en el medio y de 
la densidad celular durante el experimento. Al principio las células de le- 
vadura consumen glucosa, y entonces generan el etanol por fermentación y 
por último dejan de crecer después que ambas fuentes de energía química 
se agotan. (d) Cambios en la expresión de genes que codifican las enzimas 
del ciclo del TCA durante el curso del experimento. Cada línea horizontal 
describe el nivel de expresión de un gen particular en diferentes periodos. 
Los nombres de los genes se presentan a la derecha (véase figura 5-7 para 
las enzimas). Los cuadros rojos indican el más alto nivel de expresión gé- 
nica y los cuadros verdes, el nivel más bajo de expresión. Se observa que la 
expresión de genes que codifican las enzimas del ciclo del TCA se induce 
conforme las células comienzan a metabolizar etanol y se reprime cuando 
el etanol se agota. (B-D: CORTESÍA DE PATRICK O. Brown. VÉASE JOSEPH 
DeERis1 ET AL., SCIENCE 278:680, 1997, y Tracy L. Ferra y Parrick O. 
Brown, Curr. Orin. GEN. DeveLor. 9:715, 1999.) 


1. Los fragmentos de DNA que representan los genes indivi- 
duales a estudiar, se generan mediante las técnicas de clo- 
nación de DNA que se describen en el capítulo 18 (PCR, 
fig. 18-43; clonación de DNA, fig. 18-42). En el caso que se 
muestra en el paso de la parte inferior de la figura 12-34a, 
cada base de la placa coloca un volumen pequeño que contie- 
ne clonado un gen de levadura específico. Cada base contiene 
genes diferentes. Los DNA clonados se depositan luego en 
forma de gota, uno a la vez, conservando un orden sobre un 
portaobjetos de vidrio mediante un instrumento automatiza- 
do que libera pocos nanolitros de la solución concentrada de 
DNA sobre un punto específico del portaobjetos (paso b). El 
paso c muestra una micromatriz de DNA completo. Con esta 
técnica los fragmentos de DNA de miles de genes diferentes 
pueden depositarse en forma de gotas en localizaciones cono- 
cidas sobre la superficie de vidrio. 

2. Entre tanto los mRNA presentes en las células en estudio 
se purifican (paso 1, fig. 12-34) y convierten en una pobla- 
ción de DNA complementarios marcados con fluorescencia 
(cDNA) (paso 2). El método para preparar los cDNA tam- 
bién se describe en el capítulo 18 (fig. 18-45). En el ejemplo 
que se ilustra en la figura 12-34, y se explica después, una de 
las preparaciones de cDNA de dos poblaciones celulares dis- 
tintas se marcó con un colorante verde fluorescente y la otra 
con un colorante rojo fluorescente. Las dos preparaciones de 
cDNA marcadas se mezclaron (paso 3) e incubaron con el 
portaobjetos que contiene el DNA inmovilizado (paso 4). 

3. Las micromatrices de DNA que se hibridaron al cDNA 
marcado se identifican al examinar el portaobjetos bajo el 
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microscopio (paso 5). Cualquier mancha que exhibe fluores- 
cencia en la micromatriz representa un gen transcrito en las 
células que se estudian. 


La figura 12-344 muestra los resultados de este experimen- 
to. Cada punto de la micromatriz de la figura 12-344 contiene 
un fragmento de DNA inmovilizado de un gen distinto en el ge- 
noma de la levadura. Si se toman juntos, los puntos contienen el 
DNA de todos los 6200 genes que codifican proteínas presentes 
en una célula de levadura. Como se revisó antes esta micromatriz 
de DNA particular se hibridizó con una mezcla de dos poblacio- 
nes de cDNA diferentes. Una población de cDNA, que se marcó 
con colorante fluorescente verde, se preparó a partir del mRNA 
de las células de levadura que crecieron en presencia de altas con- 
centraciones de glucosa. A diferencia de lo que ocurre en el caso 
de la mayor parte de las células, cuando las células de levadura de 
panificación se cultivan en presencia de glucosa y oxígeno, ob- 
tienen su energía por medio de glucólisis y fermentación, y con- 
vierten con rapidez la glucosa en etanol (sección 3.3). La otra 
población de cDNA, que se marcó con colorante fluorescente 
rojo, se preparó a partir del mRNA de células de levadura que 
crecieron de manera aeróbica en un medio rico en etanol pero 
sin glucosa. Las células que crecen bajo estas condiciones ob- 
tienen su energía mediante fosforilación oxidativa, que requiere 
las enzimas del ciclo del ácido tricarboxílico (TCA) (pág. 180). 
Las dos poblaciones de cDNA se mezclaron e hibridaron con el 
DNA de la micromatriz, y el portaobjetos se examinó en un mi- 
croscopio de fluorescencia. Los genes que muestran actividad en 
uno o en otro medio de crecimiento aparecen como gotas verdes 
o rojas en la micromatriz (paso 5, fig. 12-34a,b). Las gotas sin 
color de la figura 12-34 representan los genes que no se transcri- 
ben en estas células en ninguno de los medios de cultivo, en tanto 
que las gotas que tienen una fluorescencia amarilla representan 
genes que se transcriben en las células cultivadas en los dos tipos 
de medio. El recuadro muestra una vista cercana de una pequeña 
porción de la micromatriz. 

Los resultados experimentales que la figura 12-340 ilustra 
identifican los genes que se transcriben en células de levaduras 
bajo las dos condiciones de crecimiento. Pero de la misma im- 
portancia, también proveen información respecto a la abundan- 
cia de los mRNA individuales en las células, que es proporcional 
a la intensidad de fluorescencia de cada mancha. Una mancha 
que muestra una fluorescencia verde muy fuerte, por ejemplo, 
representa un gen cuyas transcripciones son abundantes en las 
células de levaduras que crecen en glucosa pero se reprimen en 
las células de levadura que crecen en etanol. Las concentraciones 
de mRNA individuales pueden variar por más de 100 veces en 
células de levadura. La técnica es tan sensible que un mRNA 
puede detectarse a un nivel de menos de una copia por célula.* 

La figura 12-34c muestra los cambios en la concentración 
de glucosa y etanol en el curso del experimento. Las células de 
levadura metabolizan con rapidez la glucosa, lo que ocasiona la 
desaparición del azúcar en pocas horas. Las células de levadura 
metabolizan de manera gradual el etanol que se produce por la 
fermentación de glucosa en los días posteriores hasta que desapa- 


“Es probable que las diferencias en la abundancia de mRNA reflejen divergencias 
en la estabilidad del mRNA (pág. 526), así como diferencias en la tasa de 
transcripción. En consecuencia los resultados obtenidos de las micromatrices de 
DNA no pueden interpretarse só/o sobre la base del control transcripcional. 
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rece del medio. La figura 12-34d ilustra los cambios en el nivel de 
expresión de los genes que codifican las enzimas del ciclo del TCA 
durante el curso de este experimento. Los niveles de expresión de 
cada gen (marcados a la derecha) se muestran en intervalos 
de tiempo (marcados en la parte superior) con sombreados de 
rojo para representar el incremento en la expresión y sombrea- 
dos de verde para representar la disminución en la misma. Es 
evidente que la transcripción de genes que codifican las enzimas 
de TCA se estimula cuando las células se adaptan al crecimiento 
en una fuente de carbón (etanol) que se metaboliza por la respi- 
ración aeróbica y después se reprime cuando el etanol se agota. 

En la actualidad las micromatrices de DNA se utilizan para 
estudiar los cambios en la expresión génica que ocurren duran- 
te una amplia variedad de sucesos biológicos, como la división 
celular y la transformación de una célula normal en una célula 
maligna. También permiten estudiar la diversidad de RNA que 
una sola célula tumoral produce, una vez que los cDNA se am- 
plifican por PCR. Ahora que las secuencias de una variedad de 
genomas eucariotas se conocen, los investigadores cuentan una 
variedad de genes ilimitada cuya expresión puede analizarse en 
distintas condiciones. 

Las micromatrices de DNA tienen muchos usos potenciales 
además de proporcionar una visión de la expresión génica. Por 
ejemplo, tales micromatrices pueden emplearse para determinar 
el grado de variación genética en la población humana o iden- 
tificar los alelos para genes particulares que una persona porta 
en sus cromosomas. Se tiene la esperanza de que algún día esta 
información pueda prevenir a una persona respecto a las enfer- 
medades a las que pueda ser susceptible durante su vida y darle 
una oportunidad para tomar medidas preventivas tempranas. 


La función de los factores de transcripción 
en la regulación de la expresión génica 


Se han hecho grandes progresos en lo que se refiere a la manera 
en que ciertos genes se transcriben en una célula particular, en 
tanto que otros genes permanecen inactivos. El control trans- 
cripcional es orquestado por un gran número de proteínas llama- 
das factores transcripcionales. Como se estudió en el capítulo 
11, estas proteínas pueden dividirse en dos clases funcionales: 
factores transcripcionales generales que se unen a los sitios pro- 
motores nucleares en relación con la RNA polimerasa (pág. 
435) y factores transcripcionales específicos de secuencia que 
se unen a varios sitios reguladores de genes particulares. Este 
último grupo de factores transcripcionales puede actuar como 
activadores tramscripcionales que estimulan la transcripción de 
genes adyacentes o como represores transcripcionales que inhiben 
la transcripción.” Esta sección se enfoca en los activadores de la 
transcripción, cuya función es unirse con sitios reguladores espe- 
cíficos en el DNA e iniciar la atracción de una gran cantidad de 
complejos proteínicos que permiten la transcripción real del gen 
mismo. Los pasos de este proceso ocupan las siguientes páginas. 


"Empiezan a aparecer informes en la bibliografía en los que se usan RNA 
reguladores no codificadores, en lugar de proteínas, para activar o reprimir la 
transcripción de genes específicos. Es posible encontrar ejemplos de tales casos 
en Nature 445:666, 2007; Mol. Cell 29:415, 2008, y Nature Med. 14:723, 2008. 
En el futuro podría ser evidente que los RNA no codificadores tienen una 
función principal en el control al nivel de la transcripción, tal como lo tienen en 
un nivel postranscripcional (pág. 527). 


Aunque la estructura de diferentes factores transcripciona- 
les y la forma en que interactúan con sus secuencias de DNA 
blanco se conocen a detalle, hasta el momento no se cuenta con 
una visión unificada de sus mecanismos de operación. Por ejem- 
plo, se presume que un solo gen puede controlarse mediante 
muchos sitios de regulación diferentes de DNA que unen una 
variedad de factores transcripcionales. En cambio, un solo factor 
transcripcional puede unirse a numerosos sitios alrededor del ge- 
noma y por tanto controlar la expresión de diferentes genes de un 
hospedador. Cada tipo de célula tiene un patrón característico de 
transcripción de genes, que está determinado por el complemen- 
to particular de factores de transcripción contenidos en la célula. 

El control de la transcripción de genes es complejo y recibe 
la influencia de diversas circunstancias, inclusive la afinidad de 
los factores de transcripción por secuencias de DNA y la capaci- 
dad de los factores de transcripción unidos a los sitios cercanos 
en el DNA para interactuar de modo directo entre sí. La figura 
12-35 ilustra un ejemplo de este tipo de interacción cooperativa 
entre factores transcripcionales vecinos y se revisa en la página 
510. En un sentido, las regiones reguladoras de un gen pueden 
semejarse a un centro de integración para la expresión génica. 
Las células expuestas a diferentes estímulos responden mediante 
la síntesis de factores transcripcionales diferentes, que se unen a 
sitios distintos en el DNA. La extensión a la que un gen particu- 
lar se transcribe parece depender de la combinación específica de 
factores transcripcionales que se unen a elementos reguladores 
en dirección 5'. Puesto que 5 a 10% del genoma codifica factores 
transcripcionales, se sabe que puede ocurrir un número ilimitado 


FIGURA 12-35 Interacciones entre factores transcripcionales unidos a 
diferentes sitios en la región reguladora de un gen. Esta imagen des- 
cribe la estructura terciaria de dos factores de transcripción, NFAT-1 
(verde) y AP-1 (cuyas dos subunidades se muestran en rojo y azul) unido 
al DNA en dirección 5” de un gen de citocina que participa en la respues- 
ta inmunitaria. La interacción cooperativa entre estas proteínas altera la 
expresión del gen de citocina. Las barras grises trazan la dirección de 
la hélice de DNA, que se dobla como resultado de la interacción proteí- 
na-proteína. (Tomana DE Tom K. KERPPOLA, STRUCTURE 6:550, 1998.) 


de combinaciones entre estas proteínas. La complejidad de tales 
interacciones entre DNA y proteínas reguladoras es revelada por 
la notable variación en los patrones de expresión génica entre 
células de diversos tipos, varios tejidos, diferente estado de desa- 
rrollo y distinto estado fisiológico. 


Función de los factores de transcripción para determi- 
nar el fenotipo de una célula Como se explicó en la sección 
Perspectiva humana del capítulo 1, las células primordiales em- 
brionarias (ES, embryonic stem) aparecen muy pronto en el desa- 
rrollo de un embrión de mamífero y presentan dos propiedades 
clave: son 1) capaces de autorrenovarse, renovarse a sí mismas en 
forma ilimitada y 2) son pluripotenciales; es decir, son capaces de 
diferenciarse en todos los diferentes tipos de células del organis- 
mo. Desde hace varios años se sabe que estas células primordia- 
les pluripotenciales tienen un conjunto particular de factores de 
transcripción que tuvieron una función importante para mante- 
ner su estado autorrenovador pluripotencial. Shinya Yamanaka y 
Kazutoshi Takahashi demostraron en 2006 qué tan importantes 
eran estos factores de transcripción en la biología de las células 
ES cuando introdujeron los genes para 24 de estos factores diver- 
sos en fibroblastos de ratón adulto. Los genes se introdujeron (se 
transdujeron) en los fibroblastos como parte de vectores virales, de 
manera que una vez que se integrara el genoma viral en el de la cé- 
lula hospedadora se expresaran los factores de transcripción. Estos 
investigadores encontraron que la introducción de una combina- 
ción de genes que codifican sólo cuatro factores de transcripción 
específicos (Oct4, Sox2, Myc y KIf4) era suficiente para reprogra- 
mar a los fibroblastos y convertirlos en células indiferenciadas que 
se comportaban como células ES pluripotenciales. El proceso de 
reprogramación celular no ocurre en una sola generación celular, 
sino que ocurre en forma gradual conforme las células se dividen 
en cultivo. Conforme las células se reprograman, se desactivan los 
cuatro genes introducidos conforme se activan los genes endóge- 
nos de las células que regulan la capacidad pluripotencial. Esta 
reprogramación se acompaña de una reorganización de la cro- 
matina, de forma tal que las marcas epigenéticas (modificaciones 
de la histona y patrones de metilación de DNA) de las células 
diferenciada se “borran” y se instalan las marcas epigenéticas ca- 
racterísticas de una célula ES. Como se explica en la página 20, las 
células pluripotenciales inducidas, o células ¿PS, como se les llama, 
que se generaron en estos experimentos iniciales fueron capaces 
de dividirse por tiempo indefinido en cultivo y de diferenciarse en 
todos los diversos tipos de células del cuerpo. 


Estructura de los factores transcripcionales 


La estructura tridimensional de diversos complejos DNA-pro- 
teína se determina por medio de la cristalografía de rayos X y 
la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR), que 
proveen un esquema básico de la forma en que estas dos molé- 
culas gigantes interactúan una con otra. Como la mayor parte de 
las proteínas, los factores transcripcionales contienen diferentes 
dominios que participan en aspectos distintos de la función de 
la proteína. Por lo general, los factores transcripcionales contie- 
nen al menos dos dominios: un dominio de DNA que se enlaza a 
secuencias específicas de pares de bases de DNA y un dominio 
de activación que regula la transcripción al interactuar con otras 
proteínas. Además muchos factores transcripcionales contienen 
una superficie que promueve la unión de la proteína con otras 
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proteínas de estructura idéntica o similar para formar un dímero 
(fig. 12-36). Está demostrado que la formación de dímeros es 
una característica que muchos tipos de factores transcripcionales 
comparten y, como se revisa más adelante, se cree que desempeña 
una función importante en la regulación de la expresión génica. 


Estructuras relacionadas de factores transcripcionales 
Los dominios de unión de DNA de la mayoría de estos factores 
pueden agruparse en diferentes clases cuyos miembros poseen es- 
tructuras relacionadas (motifs) que interactúan con secuencias de 
DNA. La existencia de varias familias de proteínas de unión 
de DNA indica que la evolución encontró diversas soluciones 
para el problema de la construcción de polipéptidos que pueden 
unirse a la doble hélice de DNA. Como se verá, la mayor parte 
de estas estructuras contiene un segmento (a menudo una hé- 
lice a, como se muestra en la figura 12-36) que se inserta en el 


FIGURA 12-36 Interacción entre un factor de transcripción y su secuen- 
cia de DNA blanco. Un modelo de la interacción entre dos dominios 
de unión al DNA del receptor dimérico de glucocorticoide (GR) y el 
DNA blanco. Las dos hélices a, una de cada subunidad del dímero, se 
extienden de manera simétrica en los dos surcos mayores adyacentes del 
DNA blanco. Los residuos en el dimero GR que son importantes para 
las interacciones entre los dos monómeros están coloreados de verde. Los 
cuatro iones de cinc (dos por monómero) se muestran como esferas púr- 
pura. (REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE T. HARD ET AL., CORTESÍA DE 
ROBERT KAPTEIN, Science 249:159, 1990; © DERECHOS RESERVADOS 
1990, AMERICAN AssoCcIATION FOR THE ADVANCEMENT OF SCIENCE.) 
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surco mayor del DNA, donde se reconoce la secuencia de pares 
de bases que se localizan en el surco. La unión de la proteína al 
DNA se realiza mediante una combinación específica de fuerzas 
de van der Waals, enlaces iónicos y puentes de hidrógeno entre 
los residuos de aminoácidos y diferentes segmentos del DNA, 
inclusive el esqueleto. 

Las estructuras relacionadas más frecuentes que se observan 
en las proteínas que unen DNA eucariota comprenden los dedos 
de cinc, la hélice-asa-hélice y la cremallera (o zipper) de leucina. 
Cada una provee una estructura estable en que las superficies de 
la proteína que reconocen el DNA pueden posicionarse de ma- 
nera apropiada para interactuar con la doble hélice. 


1. La estructura dedos de cinc. La clase más grande de factores 
transcripcionales de mamíferos contiene una estructura que 
se conoce como dedos de cinc. En la mayor parte de los casos el 
ion de cinc de cada dedo se coordina con dos cisteínas y dos 
histidinas. Los dos residuos de cisteína son parte de una hoja 
B plegada de dos cadenas en un lado del dedo de cinc y los 
dos residuos de histidina forman parte de una hélice a corta 
en el lado opuesto del dedo (recuadro de figura 12-374). Por 
lo general estas proteínas tienen cierto número de tales dedos 
que actúan de manera independiente uno de otro y están es- 
paciados para proyectarse en los sucesivos surcos mayores del 
DNA blanco, como se ilustra en la figura 12-374. La prime- 
ra proteína dedo de cinc que se descubrió, el factor TFIIA, 
tiene nueve dedos de cinc (fig. 12-370). Otros factores trans- 
cripcionales de dedos de cinc incluyen Egr, que participa en 
la activación de los genes que se requieren para la división 
celular, y GATA, que participa en el desarrollo del músculo 
cardiaco. La comparación de diferentes proteínas con dedos 
de cinc indica que la estructura provee un marco estructural 
para una amplia variedad de secuencias de aminoácidos que 
reconocen un grupo diverso de secuencias de DNA. De he- 
cho, los investigadores intentan diseñar una nueva especie de 
proteínas con dedos de cinc capaces de dirigirse a secuencias 
de DNA que regulan la expresión de genes particulares de 
interés. Se espera que tales proteínas tengan la capacidad para 
actuar como fármacos al activar o desactivar la expresión de 
genes relacionados con la enfermedad. 


2. Estructura hélice-asa-hélice (HLH). Como su nombre lo in- 
dica, se caracteriza por dos segmentos de hélice a separados 
por un asa intermedia. A menudo el dominio HLH es prece- 
dido por un grupo de aminoácidos muy básicos cuyas cargas 
positivas de las cadenas laterales hacen contacto con el DNA 
y determinan la especificidad de secuencia del factor trans- 
cripcional. Las proteínas con este HLH básico (o LbHLH) 
siempre se presentan como dímeros, como se ilustra en el 
ejemplo del factor transcripcional MyoD en la figura 12-38. 
Genes distintos suelen codificar las dos subunidades del dí- 
mero, lo que determina que la proteína sea un heterodímero. 

La heterodimerización expande mucho la diversidad de 
factores de regulación que pueden generarse a partir de un 
número limitado de polipéptidos (fig. 12-39). Supóngase, por 
ejemplo, que una célula sintetiza cinco polipéptidos que con- 
tienen ÞHLH distintos que fueron capaces de formar hetero- 
dímeros entre sí en cualquier combinación; por tanto pueden 
generarse 32 (2%) combinaciones de factores transcripcionales 
diferentes que reconocen 32 secuencias de DNA distintas. En 


(b) 


FIGURA 12-37 Factores transcripcionales que se unen por medio de una 
estructura dedo de cinc. (a) Modelo del complejo entre una proteína con 
cinco dedos de cinc (llamados GLI) y DNA. Cada uno de estos dedos de 
cinc es de color diferente; el DNA se muestra en azul oscuro; los cilindros 
y los listones destacan las hélices a y las hojas beta respectivamente. El 
recuadro muestra la estructura de un solo dedo de cinc. (4) Modelo de 
TFIIA unido al DNA del gen 5S RNA. TFIIIA se requiere para la 
transcripción del gen 58 rRNA mediante la RNA polimerasa III. (a: 
REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE NIKOLA PAVLETICH Y CARL O. Paño, 
SciencE 261:1702, 1993; O DERECHOS RESERVADOS 1993, AMERICAN 
ASSOCIATION FOR THE ÁDVANCEMENT OF SCIENCE; B: TOMADA DE K.R. 
CLEMENS ET AL., Proc. NAT'L. Acab. Sci. USA 89:10825, 1992.) 


realidad es probable que las combinaciones entre los polipép- 
tidos estén restringidas, de manera semejante a la formación 
de las moléculas de integrina heterodiméricas (pág. 239). 
Los factores transcripcionales que contienen HLH desem- 
peñan una función clave en la diferenciación de ciertos tipos de 
tejidos, inclusive el músculo estriado (como se ilustra en la figu- 
ra 12-33). Los factores transcripcionales que contienen HLH 
también participan en el control de la proliferación celular y al 
parecer en la generación de ciertos tipos de cáncer. Como se 
señaló en la página 491, las translocaciones cromosómicas pue- 
den generar genes anormales cuya expresión ocasiona que la 


(b) 


FIGURA 12-38 Un factor transcripcional con una estructura hélice- 
asa-hélice (bHLH). (2) MyoD, un factor transcripcional dimérico que 
participa en la activación de la diferenciación muscular, es una proteína 
bHLH que se une al DNA por una asociación de su región básica. El 
sitio de unión a 14 pares de bases en el DNA se muestra en azul. La re- 
gión básica de cada monómero de MyoD se representa en rojo, mientras 
que la región hélice-asa-hélice de cada monómero de MyoD se muestra 
en café. Las bases de DNA unidas mediante el factor de transcripción 
se indican en amarillo. (4) Esquema del complejo dimérico MyoD en la 
misma orientación que en la parte a. Las hélices a: se representan como 
cilindros. (Tomana DE P. C.M. Ma ET AL., CORTESÍA DE CARL O. PABO, 
CELL 77:453, 1994; CON AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 
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célula se convierta en cancerosa. Los genes que codifican por lo 
menos cuatro diferentes proteínas bHLH (MYC, SCL, LYL- 
1, y E2A) se encuentran en las translocaciones cromosómicas 
que conducen al desarrollo de cánceres específicos. El más 
prevalente de estos cánceres es el linfoma de Burkitt en el que 
el gen MYC del cromosoma 8 se transloca a un locus en el 
cromosoma 14 que contiene el sitio de regulación para un gen 
que codifica parte de una molécula de anticuerpo. Se supone 
que la expresión excesiva del gen MYC en su nueva localiza- 
ción es un factor importante para el desarrollo de este linfoma. 


3. La estructura cremallera de leucina. Su nombre se deriva del 
hecho de que las leucinas están presentes cada siete amino- 
ácidos a lo largo de la secuencia de la hélice œ. Puesto que 
una hélice a se repite cada 3.5 residuos, todas las leucinas a 
lo largo de esta secuencia de polipéptido se encuentran en la 
misma dirección. Dos de las hélices a de este tipo son capaces 
de juntarse en una cremallera para formar una estructura super- 
enrollada. Por tanto, como casi todos los factores transcrip- 
cionales, las proteínas con un estructura cremallera de leucina 
existen como dímeros. La cremallera de leucina puede unir 
DNA porque contiene un grupo de aminoácidos básicos en 
un lado de la hélice a que contiene leucina. El segmento bási- 
co y la cremallera de leucina juntos se refieren como estructura 
bZIP. En consecuencia, como las proteínas LHLH, las porcio- 
nes de hélice a de las proteínas bZIP son importantes en la 
dimerización, en tanto que el grupo de aminoácidos básicos 
permite a la proteína reconocer una secuencia nucleotídica es- 
pecífica en el DNA. AP-1, cuya estructura e interacción con 
el DNA se muestra en la figura 12-35, es un ejemplo de factor 
transcripcional tipo bZIP. AP-1 es un heterodímero cuyas dos 
subunidades (Fos y Jun, mostradas en rojo y azul respectiva- 
mente en la fig. 12-35) están codificadas por los genes FOS y 
JUN. Estos dos genes desempeñan una función importante en 
la proliferación celular y su mutación puede ocasionar que la 
célula se convierta en maligna. Las mutaciones en cualquiera 
de los dos genes que impiden que las proteínas formen hetero- 
dímeros también impiden que las proteínas se unan al DNA, 
lo que indica la importancia de la formación de dímeros en la 
regulación de su actividad como factores transcripcionales. 


Sitios de DNA que participan 
en la regulación de la transcripción 


La complejidad inherente en el control de la transcripción de ge- 
nes puede ilustrarse con el examen de DNA en y alrededor de un 
solo gen. La explicación siguiente se enfoca en el gen que codifica 


la enzima fosfoenolpiruvato carboxinasa (PEPCK). PEPCK es 


FIGURA 12-39 Incremento de la unión al DNA 
a través de factores de transcripción específicos 
por medio de la dimerización. En este modelo 
de una proteína bHLH, tres diferentes factores de 
transcripción diméricos que reconocen distintos 
sitios de unión al DNA pueden formarse cuando 
dos subunidades se vinculan en combinaciones di- 
ferentes. El genoma humano codifica alrededor de 
118 monómeros LbHLH diferentes, que podrían 
generar miles de factores de transcripción dimé- 
ricos diferentes. 
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una de las enzimas clave de la gluconeogénesis, la vía metabólica 
que convierte el piruvato en glucosa (fig. 3-31). La enzima se 
sintetiza en el hígado cuando las concentraciones de glucosa son 
bajas, por ejemplo, como ocurre en el ayuno prolongado. En cam- 
bio, la síntesis de la enzima decae de manera importante después 
de ingerir una comida rica en carbohidratos, como una pasta. El 
nivel de síntesis de mRNA de PEPCK está controlado por una 
variedad de factores de transcripción diferentes, inclusive algu- 
nos receptores de hormonas que participan en la regulación del 
metabolismo de los carbohidratos. La clave para entender la re- 
gulación del gen PEPCK y su expresión reside en: 1) descubrir las 
funciones de numerosas secuencias de DNA reguladoras que se 
localizan en dirección 5' del gen mismo, 2) identificar los factores 
transcripcionales que se unen a estas secuencias y 3) dilucidar las 
vías de señalización que activan la maquinaria que se encarga de 
la expresión selectiva del gen (que se revisa en el capítulo 15). 

La secuencia de regulación más próxima en dirección 5' del 
gen PEPCK es la caja TATA, el elemento principal del promo- 
tor del gen (fig. 12-40). Como se explica en la página 435, un 
promotor es una región en dirección 5' de un gen que regula 
el inicio de la transcripción. Para los propósitos de esta obra los 
promotores eucariotas se dividen en regiones separadas, que no 
están bien delineadas. La región que se extiende desde la caja 
TATA al sitio de inicio de la transcripción se denomina el pro- 
motor nuclear. El promotor nuclear es el sitio de ensamble de un 
complejo de preiniciación que consiste en RNA polimerasa II 
y diferentes factores transcripcionales que se necesitan antes de 
que un gen eucariota pueda transcribirse. 

La caja TATA no es la única secuencia que se encuentra en 
gran número de genes. Dos secuencias promotoras más, llamadas 
caja CAAT y caja GC, que se localizan un poco más en dirección 
5' del gen, suelen requerirse para que una polimerasa de DNA 
inicie la transcripción del gen. La caja CAAT y la caja GC se 


Elementos del 
promotor distal 


unen con factores transcripcionales (p. ej., NF1 y SP1) que se 
encuentran en muchos tejidos y se utilizan con amplitud en la 
expresión génica. Mientras que la caja TATA determina el sitio 
de inicio de la transcripción, las cajas CAAT y GC regulan la 
frecuencia con la que la polimerasa transcribe el gen. Las cajas 
TATA, CAAT y GC, cuando están presentes, casi siempre se 
localizan dentro de los 100 a 150 pares de bases, en dirección 5' 
del sitio de inicio de la transcripción. Por su proximidad con el 
inicio del gen, estas secuencias compartidas pueden denominarse 
elementos próximos al promotor, y se indican en la línea 1 de la 
figura 12-40. 

Mientras más genes se examinan, más variabilidad se en- 
cuentra en la naturaleza y las localizaciones de los elementos 
promotores que regulan la expresión génica. Además, una canti- 
dad significativa de genes de los mamíferos (tal vez hasta 50% de 
ellos) tiene más de un promotor (o sea, tienen promotores alterna- 
tivos), lo que permite que la iniciación de la transcripción ocurra 
en más de un sitio en dirección 5' a un gen. Los promotores 
alternativos casi siempre están separados unos de otros por varios 
cientos de bases, por lo que los transcritos primarios producidos 
por el uso diferencial tienen extremos 5' muy distintos. En algu- 
nos casos, se utilizan promotores alternativos en distintos tejidos, 
pero conducen a la síntesis del mismo polipéptido. En tales ca- 
sos, es probable que los mRNA que codifican proteínas tengan 
UTR 5' diferentes, lo que los hace sujetos a distintos tipos de 
control al nivel de la traducción. En otros casos, los promotores 
alternativos fomentan la síntesis de proteínas relacionadas que 
difieren en su secuencia de aminoácidos en el extremo amino- 
terminal. En varios casos, los promotores alternativos regulan la 
transcripción de mRNA que se traducen en distintos marcos de 
lectura (pág. 461) para producir péptidos del todo distintos. 

¿Qué hacen los investigadores para identificar qué sitios en 
el genoma interactúan con un factor de transcripción particular? 
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FIGURA 12-40 Identificación de secuencias promotoras necesarias para 
la transcripción. La línea 1 muestra la secuencia nucleotídica de una ca- 
dena del promotor del gen PEPCK. Se ilustran las cajas TATA, CAAT y 
GC. Las otras cinco líneas muestran los resultados de experimentos en los 
que las regiones de los promotores se eliminaron (lo que se indica median- 
te recuadros negros) antes de la transfección de las células con el DNA. El 
nivel de transcripción del gen PEPCK que se observa en cada uno de estos 
casos se indica a la derecha. Las deleciones que remueven toda o parte de 
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las tres cajas causan una marcada disminución en el nivel de transcrip- 
ción, en tanto que las deleciones que afectan otras regiones tienen poco o 
ningún efecto. (Como se revisó en el cap. 11, muchos promotores de ma- 
míferos carecen de uno o más de estos elementos, inclusive la caja TATA. 
Los promotores que carecen de la caja TATA a menudo tienen un ele- 
mento conservado en una dirección 3' del sitio de unión, llamado elemento 
promotor en dirección 3'o DPE.) (DATOS TOMADOS DE LOS ESTUDIOS DE 
RicharD W. Hanson y DaryL K. GRANNER Y COLABORADORES.) 


Con frecuencia se emplean las siguientes estrategias para hacer 
esta determinación. 


m Mapeo por deleción. En este procedimiento las moléculas 
de DNA se preparan para que contengan deleciones de di- 
ferentes partes del promotor del gen (fig. 12-40). Las células 
luego se transfectan con las moléculas de DNA alterado; esto 
es, se ocasiona que las células capten el DNA del medio. Por 
último se determina la capacidad de las células para trans- 
cribir el DNA transfectado. En muchos casos la deleción de 
unos cuantos nucleótidos tiene poco o ningún efecto en la 
transcripción del gen adyacente. Sin embargo, si la deleción se 
localiza dentro de cualquiera de las tres cajas antes descritas, 
el nivel de la transcripción tiende a reducirse (como en las lí- 
neas 2, 4 y 5 de la figura 12-40). Las deleciones en otras partes 
del promotor tienen un efecto menor sobre la transcripción 
(líneas 3 y 6 de la figura 12-40). 

m Técnica de footprinting de DNA (técnica de huellas de 
DNA). Cuando un factor de transcripción de naturaleza 
proteínica se une a una secuencia de DNA, éste protege la se- 
cuencia contra la digestión por nucleasas. Los investigadores 
aprovechan esta propiedad al aislar la cromatina de las células 
y tratarlas con enzimas que digieren el DNA, como la DNasa 
I, que destruye secciones del DNA que no están protegidas 
por la unión con el factor transcripcional. Una vez que la cro- 
matina se digiere, la proteína unida se elimina y se identifican 
las secuencias de DNA que estaban protegidas. 

m Análisis de localización en el genoma completo. Como su 
nombre lo indica, esta estrategia permite a los investigadores 
vigilar al mismo tiempo todos los sitios dentro del genoma 
que realizan una actividad específica. En este caso el obje- 
tivo es identificar todos los sitios que se unen con un factor 
transcripcional bajo condiciones fisiológicas. La figura 12-41 
muestra un resumen de esta estrategia. Para efectuar este aná- 
lisis las células se cultivan bajo las condiciones deseadas o se 
aíslan de un tejido particular o una etapa del desarrollo y des- 
pués se tratan con un agente, como el formaldehído, que fija 
las células y forma uniones cruzadas entre los factores trans- 
cripcionales y los sitios del DNA en los que éstos se unen en 
la célula viva (paso 1, fig. 12-41). Tras este paso de unión cru- 
zada la cromatina celular se aísla, se rompe mecánicamente en 
pequeños fragmentos y se somete a la acción de un anticuer- 
po que se une de manera específica con los factores transcrip- 
cionales de interés (paso 2). Este tratamiento con anticuerpos 
induce la precipitación de fragmentos de cromatina que con- 
tienen el factor de transcripción unido (paso 3a), en tanto que 
se desechan todos los fragmentos de cromatina que no están 
unidos en la solución (paso 3b). Una vez que el proceso de 
inmunoprecipitación de cromatina (o ChIP) ocurrió, las uniones 
cruzadas entre la proteína y el DNA en el precipitado pueden 
revertirse y los segmentos de DNA purificarse (paso 4). El 
siguiente paso es identificar en qué sitio del genoma están es- 
tos sitios de unión para factor de transcripción. Puede optarse 
por dos estrategias distintas para saberlo. En la mayoría de 
estudios se identifican fragmentos de DNA con una micro- 
matriz de DNA similar a la mostrada en la figura 12-34. Sin 
embargo, a diferencia de la micromatriz de la figura 12-34 que 
contiene DNA que representa genes (p. ej., regiones codifi- 
cadoras de proteínas), las micromatrices que se usan en estos 
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FIGURA 12-41 Uso de la inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) y 
análisis de micromatrices para identificar el sitio de unión de factores 
transcripcionales a escala global. Los pasos se describen en el texto. 


experimentos de ChIP contienen DNA preparado de las re- 
giones intergénicas del genoma. (Recuérdese que las regiones 
intergénicas contienen los sitios de regulación.) Cada punto 
en la micromatriz contiene DNA de una región intergénica 
específica identificada. La micromatriz de DNA intergénico 
se incuba luego con fragmentos de DNA marcados con fluo- 
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rescencia obtenidos de los experimentos de ChIP (pasos 5 y 
6) y se determinan los sitios de la micromatriz que contienen 
DNA fluorescente unido (paso 7). Cuando se usan las mi- 
cromatrices para identificar los sitios en el genoma que están 
unidos con proteínas, la técnica se conoce como ChIP-chip. 
En años recientes cada vez más laboratorios se enfocan en 
una técnica alternativa, conocida como ChIP-seq, en la que 
se identifican los sitios del genoma unidos mediante la se- 
cuenciación directa de los fragmentos de DNA precipitados 
por el anticuerpo (paso 5a, fig. 12-41). Esta estrategia ha sido 
posible con el desarrollo de tecnologías para secuenciación de 
DNA más rápidas y menos costosas. 

Resulta interesante el hecho de que cuando estos tipos 
de experimentos se realizan con factores de transcripción de 
mamífero, un porcentaje significativo de los sitios de unión a 
DNA se localizan a distancia considerable de los promotores 
conocidos. Se especula que algunos de estos sitios participan 
en la regulación de la transcripción de RNA no codificadores, 
como los microRNA que se analizan en la página 527. Están 
en marcha planes para mapear los sitios de unión de todos los 
factores de transcripción conocidos de los mamíferos, lo que 
proporcionará un cuerpo de conocimiento acerca de las redes 
regulatorias que operan para controlar de manera coordinada 
la transcripción de miles de genes. Además, la técnica ChIP 
puede modificarse para localizar las posiciones en el genoma 
de cualquier otro tipo de proteína unida con DNA, como un 
tipo particular de histona modificada o incluso localizaciones 
de moléculas unidas de RNA polimerasa. 


El receptor de glucocorticoides: un ejemplo de activa- 
ción transcripcional Las diferentes hormonas que afectan la 
expresión del gen PEPCK comprenden la insulina, la hormona 
tiroidea, el glucagon y los glucocorticoides, todos los cuales ac- 
túan por medio de factores transcripcionales específicos que se 
unen al DNA. Los sitios en los que estos factores transcripciona- 
les se unen a la región flanqueante del gen PEPCK se denominan 
elementos de respuesta y se muestran en la figura 12-42, La si- 
guiente explicación se enfoca en los glucocorticoides, un grupo de 
hormonas esteroides (p. ej., cortisol) que las glándulas suprarre- 
nales sintetizan. Los análogos de estas hormonas, como la pred- 
nisolona, se prescriben como agentes antiinflamatorios potentes. 

La secreción del glucocorticoides es mucho más alta durante 
los periodos de estrés, como en el ayuno o después de un daño fí- 
sico intenso. Una célula que responde a los glucocorticoides debe 
poseer un receptor específico capaz de unir la hormona. El re- 
ceptor de glucocorticoides (GR) es un miembro de una superfamilia 
de receptores nucleares (que incluye los receptores de hormonas 
tiroideas, ácido retinoico y estrógeno) que al parecer evoluciona- 
ron a partir de una proteína ancestral común. Los miembros de 
esta superfamilia son más que receptores hormonales, también 
funcionan como factores de transcripción que se unen al DNA. 
Cuando una hormona glucocorticoide entra a una célula blanco, 
se une con la proteína receptora de glucocorticoide en el citosol y 
cambia la conformación de la proteína. Este cambio expone una 
señal de localización nuclear (pág. 478), que facilita la transloca- 
ción del receptor hacia el núcleo (fig. 12-43). El receptor unido al 
ligando se vincula con una secuencia específica del DNA, llama- 
da elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE), que se localiza en 
dirección 5' del gen PEPCK y activa la transcripción de este gen. 
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FIGURA 12-42 Regulación de la transcripción del gen de rata PEPCK. 
La transcripción de este gen, como la de otros, está controlada por una va- 
riedad de factores transcripcionales que interactúan con secuencias espe- 
cíficas del DNA localizadas en una región reguladora en dirección 5' de la 
región del gen codificante. Dentro de esta región se encuentra un elemento 
de respuesta a glucocorticoides (GRE) que, cuando se une con un recep- 
tor de glucocorticoides, estimula la transcripción del promotor. También 
incluidos en la región reguladora se hallan los sitios de unión para el recep- 
tor de hormona tiroidea (marcado como TRE), una proteína que se une a 
AMP cíclico, que se produce en respuesta a la hormona glucagon (marcada 
como CRE-1) y la hormona insulina (marcada como IRE). Otros factores 
transcripcionales se unen a los sitios de regulación en esta región en direc- 
ción 5' del gen PEPCK. (Tomana DE S. E. NIZIELSKI ET AL.,] NUTRITION 
126:2699, 1996; © AMERICAN SOCIETY FOR NUTRITIONAL SCIENCES.) 


Los incrementos en el nivel de PEPCK promueven la conversión 
de aminoácidos a glucosa. La misma secuencia de GRE se loca- 
liza en dirección 5' de diferentes genes en cromosomas distintos. 
En consecuencia un estímulo único (concentraciones elevadas de 
glucocorticoides) puede activar de manera simultánea diferentes 
genes cuya función se requiere para responder al estrés. 

Los elementos de respuesta a glucocorticoides consisten en 
la siguiente secuencia 


5'-AGAACAnmTGTTCT-3' 
3'-TCTTGTnnnACAAGA-5' 


donde n puede ser cualquier nucleótido. (Una secuencia simétri- 
ca de este tipo se conoce como palíndromo porque las dos cadenas 
tienen la misma secuencia 5' a 3'.) Se sabe que el GRE consta de 
dos grupos de nucleótidos definidos separados por tres nucleó- 
tidos no definidos. La estructura doble del GRE es importante 
porque los pares de polipéptidos GR se unen al DNA para for- 
mar dímeros en los que cada subunidad del dímero se une a una 
mitad de la secuencia de DNA que se indica arriba (fig. 12-36). 
La importancia del GRE en la mediación de la respuesta a una 
hormona se demuestra de manera más clara si una de estas se- 
cuencias se introduce en una región en dirección 5' de un gen que 
en condiciones normales no responde al glucocorticoide. Cuan- 
do las células que contienen DNA manipulado en esta forma 
se exponen a glucocorticoides, la transcripción que se encuentra 
en dirección 3' del GRE trasplantado se inicia. La figura 18-47 
presenta la evidencia visual de que la transcripción del gen puede 
estimularse mediante regiones regulatorias externas. 


Activación transcripcional: función de 
los aumentadores, promotores y coactivadores 


Los GRE situados en dirección 5' del gen PEPCK y otros elemen- 
tos de respuesta que se ilustran en la figura 12-42 se consideran 
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FIGURA 12-43 Activación de un gen por una hormona esteroide, como 
el glucocorticoide cortisol. La hormona entra a la célula desde el líqui- 
do extracelular (paso 1), se difunde a través de la bicapa lipídica (paso 2) 
y entra al citoplasma, donde se une con el receptor de glucocorticoides 
(paso 3), lo que ocasiona su translocación hacia el núcleo, donde actúa 


parte del promotor; se refieren como elementos distales del promotor 
para distinguirlos de los elementos proximales situados muy cerca 
del gen (fig. 12-40). La expresión de la mayor parte de los genes 
también se regula mediante elementos distantes del DNA llama- 
dos aumentadores (enhancers). Por lo general un aumentador se 
extiende cerca de 200 pares de bases y contiene múltiples sitios de 
unión para activadores transcripcionales específicos de secuencia. 
Los aumentadores se diferencian de los elementos del promotor 
por una propiedad única: pueden cambiarse experimentalmente 
de un lugar a otro dentro de una molécula de DNA o aun in- 
vertirse (rotarse 180°), sin afectar la capacidad de unión de los 
factores transcripcionales para estimular la transcripción. La dele- 
ción de un aumentador puede disminuir el nivel de transcripción 
alrededor de 100 veces o mucho más. Un gen típico de mamífero 
puede tener diferentes aumentadores diseminados en el DNA en 
la vecindad del gen. Por lo general diferentes aumentadores unen 
distintos grupos de factores transcripcionales y responden de ma- 
nera independiente a estímulos diversos. Algunos aumentadores 
se localizan miles o decenas de miles de pares de bases en direc- 
ción 5' o 3' del gen cuya transcripción estimulan.’ 

Aun cuando los aumentadores y los promotores pueden es- 
tar separados por un gran número de nucleótidos, se cree que los 
aumentadores estimulan la transcripción mediante su influencia 
en fenómenos que ocurren en el promotor nuclear. Los aumen- 
tadores y los promotores nucleares pueden colocarse en proximi- 
dad estrecha por la intervención del DNA para formar un asa. 
El DNA puede mantenerse como asa mediante la interacción 
con proteínas de unión (fig. 12-44). Si los aumentadores pueden 
interactuar con proteínas sobre distancias tan grandes, ¿qué es 
lo que evita que un aumentador se una a un promotor no apro- 


$ Existe una amplia variación en la terminología utilizada para describir los 
diversos tipos de elementos reguladores que controlan la transcripción génica. 
Los términos usados aquí (promotor central, elementos promotores proximales, 
elementos promotores distales e intensificadores) no tienen aplicación universal, 
pero describen elementos que casi siempre están presentes y a menudo (aunque 
no siempre) es posible distinguirlos. 
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como factor transcripcional y se une al elemento de respuesta a gluco- 
corticoides (GRE) del DNA (paso 4). La unión de dos moléculas de 
receptor adyacentes conduce a la formación de un dímero, que activa la 
transcripción del DNA (paso 5), y a la síntesis de proteínas específicas 
en el citoplasma (paso 6). 


piado que se localiza también en dirección 3' en la molécula del 
DNA? En esencia un promotor y sus aumentadores se aíslan de 
otros elementos promotor/aumentador por medio de secuencias 
de unión especializadas conocidas como aisladores. De acuerdo 
con el modelo conocido, las secuencias aisladoras se unen a pro- 
teínas de la matriz nuclear y los segmentos de DNA entre los 
aisladores corresponden a los dominios de asa que se describen 
en la figura 12-12. 

Una de las áreas más activas de la biología molecular en 
el decenio pasado se enfocó en los mecanismos por los que la 
unión de un factor transcripcional a un aumentador estimula el 
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FIGURA 12-44 Estrategia por la que activadores dela transcripción unidos 
a sitios distantes pueden influir en la expresión génica. Los activadores 
transcripcionales que se unen a los aumentadores, en dirección 5', influyen 
en la expresión génica al interactuar con coactivadores. Aquí se muestran 
cuatro tipos distintos de coactivadores; dos de ellos, marcados como “com- 
plejo modificador de histona”y “complejo de remodelación de la cromatina”, 
actúan mediante la alteración de la estructura de la cromatina. Los otros dos, 
marcados como “TAF” y “mediador”, actúan en componentes de la maqui- 
naria de transcripción basal que se ensambla en el promotor nuclear. Estos 
diferentes tipos de coactivadores se revisan en las secciones siguientes. 


516 Capitulo 12 EL NÚCLEO CELULAR Y EL CONTROL DE LA EXPRESIÓN GÉNICA 


inicio de la transcripción en el promotor nuclear. Los factores de 
transcripción realizan esta tarea por la acción de intermediarios 
conocidos como coactivadores. Los coactivadores son grandes 
complejos que constan de numerosas subunidades. Los coacti- 
vadores pueden dividirse en dos amplios grupos según su fun- 
ción: 1) los que interactúan con componentes de la maquinaria 
de transcripción basal (los factores generales de la transcripción 
y la RNA polimerasa II) y 2) los que actúan al nivel de la croma- 
tina y la convierten de un estado hasta cierto punto inaccesible 
para la maquinaria de transcripción en un estado mucho más 
“accesible”. La figura 12-44 muestra un esquema de cuatro tipos 
de coactivadores, dos de cada uno de los principales grupos. Es- 
tos diferentes tipos de coactivadores trabajan juntos de manera 
ordenada para activar la transcripción de un gen en respuesta a 
señales intracelulares específicas. Con base en el gran número de 
factores de transcripción codificados en el genoma y la diversi- 
dad limitada de los coactivadores, cada complejo de coactivador 
opera en conjunto con una amplia variedad de factores transcrip- 
cionales. El coactivador CBP, por ejemplo, que se estudia más 
adelante, participa en las actividades de cientos de factores de 
transcripción distintos. 


Coactivadores que interactúan con la maquinaria de 
transcripción basal La transcripción se realiza a través del 
reclutamiento y la colaboración posterior de grandes complejos 
proteínicos. TFIID, uno de los GTF necesarios para iniciar la 
transcripción (pág. 435), consiste en una docena o más de sub- 
unidades que se conocen como TAF. Se cree que algunos factores 
de transcripción ejercen cierta influencia sobre eventos en el pro- 
motor nuclear al interactuar con una o más de estas subunidades 
de TFIID. Otro coactivador que permite la comunicación entre 
factores de transcripción que se unen al intensificador y la ma- 
quinaria de transcripción basal se conoce como Mediador. Este 
es un enorme complejo de multisubunidades que interactúa con 
RNA polimerasa II. Es necesario para el funcionamiento de una 
amplia variedad de activadores de la transcripción y tal vez sea un 
elemento esencial en la transcripción de la mayor parte de los ge- 
nes que codifican proteína, si no es que de todos. El mecanismo 
de acción de Mediador sigue siendo mal definido. 


Coactivadores que alteran la estructura de la cromatina 
Como se explica en la página 481, el DNA en un núcleo euca- 
riota no se presenta en estado desnudo sino enrollado alrededor 
de octámeros de histona para formar nucleosomas. El descubri- 
miento de los nucleosomas en el decenio de 1970 generó una 
pregunta importante que aún no se resuelve de manera satisfac- 
toria: ¿qué hace a las proteínas no histónicas (como los factores 
transcripcionales y las RNA polimerasas) capaces de interactuar 
con el DNA que está muy compactado en los núcleos de his- 
tona? Un gran cuerpo de evidencia sugiere que de hecho la in- 
corporación del DNA en los nucleosomas impide el acceso al 
DNA e inhibe tanto el inicio como las etapas de elongación de 
la transcripción. ¿De qué manera las células evitan este efecto 
inhibitorio generado por la estructura de la cromatina? 

Como se revisó en la página 482, cada una de las moléculas 
de histona de un núcleo de nucleosoma tiene una cola N-ter- 
minal flexible que se extiende por fuera de la partícula nuclear y 
pasa la hélice del DNA. Las modificaciones covalentes de estas 
colas tienen efectos importantes en la estructura de la croma- 


tina y su función. Ya se vio que la adición de grupos metilo en 
residuos de H3K9 puede promover la compactación de la cro- 
matina y la desactivación transcripcional (pág. 488). La adición 
de grupos acetilo a residuos específicos de lisina en las histonas 
nucleares tiene un efecto opuesto. Se piensa que, a gran escala, la 
acetilación de los residuos de histona evita que las fibras de cro- 
matina formen estructuras plegadas y compactas, lo que ayuda a 
mantener activas las regiones de eucromatina. A una escala más 
fina, la acetilación de las histonas incrementa el acceso de regio- 
nes específicas del DNA para la interacción con proteínas, lo que 
promueve la activación de la transcripción. 

En años recientes se desarrollaron técnicas para conocer la 
naturaleza de las modificaciones en las histonas de los nucleoso- 
mas a una escala del genoma completo. Tales técnicas implican 
una técnica ChIP similar a la ilustrada en la figura 12-41, pero 
en lugar de establecer la localización de factores de transcripción 
particulares en el genoma completo, el objetivo es identificar las 
localizaciones precisas de modificaciones particulares en la his- 
tona dentro del genoma. En lugar de usar anticuerpos contra 
factores de transcripción para precipitar una fracción particu- 
lar de segmentos de DNA unidos con proteína, los investiga- 
dores utilizan anticuerpos que reconocen de manera específica 
modificaciones particulares en la histona, como H3K9 acetila- 
do, H4K16 acetilado o H3K36 metilado. Estas tres marcas en 
la histona se relacionan con genes con transcripción activa (fig. 
12-14), pero no se sabía de qué manera podrían distribuirse es- 
tas marcas en tales genes. ¿Las modificaciones específicas en la 
histona se extienden de manera uniforme en cada gen o hay di- 
ferencias de un extremo al otro? La figura 12-45 muestra los 
resultados del análisis de genes activos en el genoma de levaduras 
y revela diferencias marcadas en varias partes de estos genes. Las 
histonas acetiladas se aglomeran en las regiones promotoras y 
están casi ausentes del cuerpo principal de los genes activos, lo 
que sugiere que esta modificación es importante sobre todo para 
la activación de un gen o para la iniciación de su transcripción. 
En cambio, los residuos H3K36 metilados están casi ausentes 
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FIGURA 12-45 Localización selectiva de modificaciones en la histo- 
na dentro de la cromatina de genes transcritos con base en análisis del 
genoma completo en levaduras. La acetilación de la histona se locali- 
za sobre todo en la región promotora de los genes activos y disminuye 
mucho en la porción transcrita del gen, mientras que la metilación de 
H3K36 presenta el patrón de localización inverso. T'SS, sitio de inicio 
de transcripción. 


de los promotores y se concentran en las regiones transcritas de 
genes activos. Varios de estos estudios proporcionan una justi- 
ficación para tales diferencias en la localización y presentan un 
ejemplo de las relaciones complejas entre las modificaciones de la 
histona. La metilación de H3K36 está catalizada por una enzima 
(Set2) que viaja con la polimerasa de elongación. Una vez que 
este residuo se metila, sirve como un sitio de reclutamiento para 
otro complejo enzimático (Rpd35) que cataliza el retiro de gru- 
pos acetilo de los residuos de lisina en la porción transcrita del 
gen. La evidencia sugiere que la eliminación de los grupos acetilo 
de los nucleosomas justo después de una RNA polimerasa de 
elongación previene la iniciación inapropiada de la transcripción 
dentro de la región codificadora interna de un gen. 

Ahora se hará una revisión más cercana de los fenómenos 
que ocurren en las regiones promotoras de los genes durante la 
activación de la transcripción. Los grupos acetilo se agregan a 
residuos de lisina específicos en las histonas nucleares median- 
te una familia de enzimas conocida como acetiltransferasas de 
histonas (HAT o KAT). Al final del decenio de 1990 se des- 
cubrió que diferentes coactivadores poseen actividad de HAT. 
Si la actividad de HAT de estos coactivadores se elimina por 
mutación, también se pierde la capacidad para estimular la trans- 
cripción. El descubrimiento de que los coactivadores contienen 
actividad de HAT evidenció una relación crucial entre la aceti- 
lación de histonas, la estructura de la cromatina y la activación 
génica. La figura 12-46 muestra la serie ordenada de reacciones 
que se propone ocurren después de la unión de un factor trans- 
cripcional, como sucede con el receptor de glucocorticoides y su 
elemento de respuesta en el DNA. Una vez que se une al DNA, 
el activador recluta un coactivador (p. ej., CBP) hacia una región 
de la cromatina que se selecciona para la transcripción. Tras po- 
sicionarse en la región blanco, el coactivador acetila las histonas 
nucleares de los nucleosomas cercanos, lo que crea un sitio de 
unión para el complejo de remodelación de la cromatina (que se 
revisa más adelante). Las acciones combinadas de estos diferen- 
tes complejos incrementan la accesibilidad del promotor a los 


FIGURA 12-46 Un modelo de los fenómenos que ocurren en el promo- 
tor después de la unión de un activador transcripcional. Los factores 
de transcripción, como el receptor de glucocorticoides (GR), se unen al 
DNA y reclutan coactivadores, lo que facilita el ensamble del complejo 
de preinicio de la transcripción. El paso 1 de este esquema muestra una 
región de un cromosoma que se encuentra en un estado reprimido a causa 
de la vinculación de este DNA con desacetilasas de histonas. En el paso 2 
el GR se une al GRE y se recluta el coactivador CBP. CBP contiene una 
subunidad con actividad de acetiltransferasa de histona (HAT). Estas en- 
zimas transfieren grupos acetilo de un donador acetilCoA a los grupos 
amino de residuos específicos de lisina. Como resultado, las histonas de 
las partículas nucleares del nucleosoma en las regiones en dirección 5' y 
dirección 3' de la caja TATA se acetilan. En el paso 3 las histonas ace- 
tiladas reclutan SWI/SNE, que es un complejo de remodelación de la 
cromatina. Los dos coactivadores CBP y SWI/SNF juntos convierten 
la estructura de la cromatina en un estado más abierto y accesible. En 
el paso 4 el factor TFIID se une a la región abierta del DNA. Aunque 
no se menciona en el texto, una de las subunidades de TFIID (llama- 
da TAF,250 o TAF1) también posee actividad de acetiltransferasa de 
histona como lo indica la flecha roja. Juntos, CBP y TF250 modifican 
nucleosomas adicionales para permitir el inicio de la transcripción. En 
el paso 5 los nucleosomas remanentes del promotor se acetilan, la RNA 
polimerasa II se une al promotor y la transcripción está próxima a iniciar. 
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componentes de la maquinaria de transcripción, que se ensambla 
en el sitio donde la transcripción tendrá inicio. 

La figura 12-46 muestra la actividad de dos coactivadores 
que afectan el estado de la cromatina. Ya se revisó la forma en que 
actúan las HAT para modificar las colas de histona, ahora se es- 
tudiará en forma más detallada el otro tipo de coactivadores, los 
complejos de remodelación de la cromatina. Tales complejos 
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utilizan la energía liberada por la hidrólisis del ATP para alterar 
la estructura y localización del nucleosoma en el DNA. A su vez, 
esto permite la unión de varias proteínas a los sitios reguladores 
en el DNA. Las “máquinas” de remodelación de cromatina mejor 
estudiadas son miembros de la familia SWI/SNE, que se muestra 
en la figura 12-46. Los complejos SWI/SNF consisten en nueve 
a 12 subunidades, incluidas actina y proteínas relacionadas con 
actina. Se especula que la actina puede unir el complejo de remo- 
delación con la matriz nuclear. Al parecer los complejos SWI/ 
SNF se reclutan en promotores específicos por vías diferentes. 
En la figura 12-46 el coactivador CBP acetiló las histonas nu- 
cleares y generó un sitio de unión de alta afinidad para el com- 
plejo de remodelación. Se cree que, una vez que los complejos de 
remodelación de la cromatina se reclutan en el promotor, alteran 
las interacciones histona-DNA y pueden: 


1. Promover la movilidad del octámero de histona de modo que 
puede deslizarse a lo largo del DNA a una nueva posición 
(fig. 12-47, trayectoria 1). En los casos mejor estudiados la 
unión de los activadores transcripcionales a los aumentadores 
en dirección 5' del gen de JEN-f conduce al desplazamiento 
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FIGURA 12-47 Varias acciones alternativas de los complejos de remo- 
delación de cromatina. En la vía 1, se ha inducido a un nucleosoma cla- 
ve a deslizarse a lo largo del DNA, lo cual expone el sitio de unión de la 
caja TATA, donde el complejo de preinicio puede ensamblarse. En la vía 
2, el octámero de histona de un nucleosoma se ha reorganizado. Aunque 
la caja TATA no se encuentra por completo libre de su vinculación con 
histona, ahora es capaz de unirse a las proteínas del complejo de preini- 
cio. En la vía 3, los dímeros H2A/H2B ordinarios de un nucleosoma se 
han intercambiado por dímeros H2AZ/H2B. En la vía 4, el octámero 
de histona se ha desensamblado y se ha perdido totalmente del DNA. 


ÓN 
Intercambio €) 
de histonas 


de un nucleosoma clave alrededor de 35 pares de bases a lo 
largo del DNA, lo que expone la caja TATA que antes esta- 
ba cubierta por histonas. El deslizamiento ocurre a medida 
que el complejo de remodelación se traspone a lo largo del 
DNA. 

2. Cambiar la conformación del nucleosoma. En el ejemplo que 
se ilustra en la figura 12-47, trayectoria 2, el DNA ha for- 
mado un asa o protuberancia transitoria en la superficie del 
octámero de histona, lo cual hace al sitio más accesible para la 
interacción con proteínas reguladoras de unión a DNA. 

3. Facilitar el reemplazo dentro del octámero de histona de un 
núcleo de histona estándar por una variante de histona (pág. 
482) que se correlaciona con la transcripción activa. Por ejem- 
plo, el complejo SWR1 intercambia dímeros H2A/H2B por 
dímeros H2AZ/H2B (figura 12-47, trayectoria 3). 

4. Desplazar completamente del DNA el octámero de histona 
(fig. 12-47, trayectoria 4). Por ejemplo, se cree que los nu- 
cleosomas se desensamblan en forma transitoria mientras el 


complejo de RNA polimerasa de elongación se mueve por 
el DNA en un gen. 


Se han hecho varios intentos para determinar si los nucleo- 
somas están preferentemente presentes o ausentes de sitios par- 
ticulares en el genoma de un tipo determinado de célula. Para 
realizar estos estudios, la cromatina se trata con una nucleasa 
que digiere esas porciones del DNA que no están protegidas por 
su relación con octámeros de histona. El DNA que se protegió 
de la digestión con nucleasa se disocia luego de las histonas y se 
reproduce la secuencia. Estas técnicas permiten a los investiga- 
dores preparar mapas del genoma completo de las posiciones del 
nucleosoma junto con el DNA. Los análisis más completos de la 
posición del nucleosoma se han realizado en células de levaduras 
y proporcionan un cuadro algo distinto de la visión clásica basada 
en años de estudios bioquímicos sobre la transcripción de genes 
individuales en células de mamíferos que se presentó en la figura 
12-46. Los estudios sobre células de levaduras sugieren que la 
mayor parte de los genes comparten una arquitectura común de 
cromatina, que se muestra en la figura 12-48. Como se indica en 
esta figura, los nucleosomas no se distribuyen en forma aleatoria 
en el DNA, sino que tienen una posición adecuada sorprenden- 
te. Lo más notable es que las secuencias promotoras tienden a 
hallarse dentro de las regiones libres de nucleosoma (NFR en la 
figura 12-48), flanqueadas a ambos lados por dos nucleosomas 
muy bien posicionados identificados como +1 y —1 en la figura 
12-48. Es probable que la región sin nucleosoma alrededor del 
promotor sea un factor importante para permitir el acceso a estos 
sitios blanco mediante factores reguladores a estos sitios blanco 
en el DNA. De todos los nucleosomas en un gen de levadura, 
el nucleosoma —1 experimenta las modificaciones más exten- 
sas con la activación de la transcripción. Este nucleosoma puede 
moverse a un nuevo sitio, salir del DNA, someterse a modifica- 
ciones extensas en la histona o tener un intercambio de histona. 
Los nucleosomas en posición distal (+1, +2, +3, etc.) también 
están sometidos a muchas de estas mismas alteraciones durante 
la activación de la transcripción, pero el grado en que un nucleo- 
soma se afecta disminuye con la distancia a la que se encuentre 
del sitio de inicio de la transcripción. Todavía no está claro si las 
regiones promotoras de la mayor parte de los genes no trans- 
critos (o sea, reprimidos) en los eucariotas superiores tienden a 


FIGURA 12-48 El paisaje de nucleosomas en los genes de levaduras. 
La parte superior de la ilustración muestra una región típica de DNA 
en la vecindad de un gen que se transcribe de manera activa mediante 
un complejo de RNA polimerasa II. Las posiciones de consenso de los 
nucleosomas se ilustran con los óvalos grises. La porción inferior de 
la ilustración muestra la distribución de los nucleosomas a lo largo del 
DNA, la altura de la línea refleja la probabilidad de que un nucleosoma 
se encuentre en ese sitio. La región 5' del gen tiene la arquitectura de 
cromatina más definida. Existe una probabilidad muy alta de que la re- 
gión promotora carezca de nucleosomas (forma una región libre de nu- 
cleosomas o NFR) limitada por dos nucleosomas muy bien posicionados 
a ambos lados del sitio de inicio de la transcripción (verde claro); estos 


estar relativamente cubiertas en los nucleosomas, como se mues- 
tra en la figura 12-46, o relativamente libres de los nucleosomas, 
como se sugiere en la figura 12-48. Bien podría variar de un gen 
a otro. Como quiera que sea, en cualquiera de los modelos las 
regiones promotoras de la cromatina son los blancos de una gran 
variedad de enzimas modificadoras de histona (p. ej., acetiltrans- 
ferasas, desacetilasas, metiltransferasas y desmetilasas de histona) 
y de complejos remodeladores de cromatina (p. ej., SWI/SNF). 


Activación de la transcripción con polimerasas equilibra- 
das Alo largo de la explicación sobre la activación de la trans- 
cripción, se describió cómo los factores de transcripción se unen 
con promotores e inducen el reclutamiento de factores de trans- 
cripción generales (GTF), complejos modificadores de cromatina 
y RNA polimerasa II, lo que inicia la transcripción del gen adya- 
cente. Resultó sorprendente aprender que las RNA polimerasas 
también se unen con los promotores de muchos genes que no 
presentan evidencia de transcripción. En algunos casos, la RNA 
polimerasa situada en uno de estos genes “en desactivación trans- 
cripcional” en realidad inicia la síntesis de moléculas de RNA, 
pero la polimerasa no cambia hasta la etapa de elongación de la 
transcripción, por lo que nunca se genera el transcrito primario 
completo. Las polimerasas relacionadas con estos genes en desac- 
tivación transcripcional pueden considerarse como equilibradas y 
listas para la acción, pero que requieren un fenómeno regulatorio 
adicional para impulsarlas a la fase productiva en la que el gen 
se transcribe por completo. Según un modelo, las moléculas de 
RNA polimerasa situadas en un punto distal a los promotores se 
mantienen en estado no productivo (o pausado) por factores inhi- 
bidores unidos (p. ej., DISF y NELF); la inhibición se libera luego 
cuando estos factores son fosforilados por acción de cinasas (p. ej., 
P-TEFb, fig. 11-20). Estos estudios sugirieron que la regulación 
de la expresión génica al nivel de la elongación de la transcripción 


E 


12,4 CONTROL AL NIVEL TRANSCRIPCIONAL 519 


polimerasa 


dos nucleosomas se identifican como +1 y —1 en la parte superior de la 
figura. Los nucleosomas subsiguientes cercanos al extremo 5' de la re- 
gión transcrita también tienden a estar bien posicionados, como indican 
las localizaciones distintivas de estos nucleosomas en la parte superior 
del dibujo. También se ve un nucleosoma presentado por la polimerasa 
conforme transcribe el gen. El sombreado verde corresponde a la región 
de cromatina con niveles altos de la variante H2A.Z de histona; la ace- 
tilación intensa de la histona y la metilación de H3K4, y una alta proba- 
bilidad de posición de un nucleosoma. (ToMADA DE CIZHONG JIANG Y 
B. FRANKLIN Puc, NATURE Revs. Gen. 10:164, 2009; © COPYRIGHT 
2009, MACMILLAN MAGAZINES LIMITED, ADAPTADA A PARTIR DE T. N. 
Mavrıcu ET AL., GENOME Res. 18:1074, 2008.) 


(y no sólo en la iniciación de la transcripción) podría tener una 
función importante para facilitar la activación rápida de genes 
como respuesta a las señales de desarrollo o ambientales, pero 
esto todavía debe confirmarse con experimentación más amplia. 


Represión de la transcripción 


Como se deduce de las figuras 12-28 y 12-29, el control de la 
transcripción en células procariotas recae en especial sobre los 
represores, que son proteínas que se unen al DNA y bloquean 
la transcripción del gen cercano. Aunque los investigadores que 
estudian eucariotas se enfocan sobre todo en factores que activan 
o aumentan la transcripción de genes específicos, es evidente que 
las células eucariotas también poseen mecanismos de regulación 
negativa. 

Se sabe que la activación transcripcional se relaciona con 
cambios en el estado, la posición o ambos de los nucleosomas en 
una región particular de la cromatina. El estado de acetilación de 
la cromatina es una propiedad dinámica; así como existen enzimas 
(HAT) que agregan grupos acetilo, también las hay que los retiran. 
La eliminación de grupos acetilo la efectúa la enzima desacetilasa 
de histona (HDAC). En tanto que las enzimas HAT se vincu- 
lan con la activación transcripcional, las enzimas HDAC se re- 
lacionan con la represión transcripcional. Las enzimas HDAC se 
presentan como subunidades de los grandes complejos descritos 
como correpresores. Los correpresores son similares a los coacti- 
vadores, excepto que son reclutados en loci genéticos específicos 
por factores transcripcionales (represores) que hacen que los genes 
blanco se desactiven en vez de ser activados (fig. 12-49). Es posi- 
ble que el avance de determinados tipos de cáncer dependa de la 
capacidad de las células tumorales de reprimir la actividad de de- 
terminados genes. En la actualidad se prueban varios fármacos an- 
ticancerosos que actúan inhibiendo enzimas HDAC específicas. 
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FIGURA 12-49 Un modelo de represión transcripcional. Las colas de 
histona de la cromatina activa se acetilan. Cuando un represor transcrip- 
cional se une a su sitio de unión de DNA, recluta un complejo correpre- 
sor (p. ej., SMRT/N-CoR o CoREST) y una actividad relacionada con 
HDAC. La HDAC elimina los grupos acetilo de las colas de histona. 
Una proteína distinta que contiene actividad de metiltransferasa de his- 
tona agrega grupos metilo al residuo K9 de la cola de histona H3. La 
pérdida de grupos acetilo y la adición de grupos metilo en conjunto con- 
ducen a la inactivación de la cromatina y desactivación génica. 


Estudios recientes indican que la eliminación de grupos 
acetilo de las colas de histona se acompañan de otra modifica- 
ción histónica: la metilación del residuo de lisina en la posición 
número 9 de las moléculas de histona H3. Debe recordarse que 
esta modificación, H3K9me, se describió en la página 488 como 
un paso clave en la formación de la heterocromatina. Parece que 
esta misma modificación también participa en procesos de re- 
presión transcripcional mucho más dinámicos que ocurren den- 
tro de las regiones de eucromatina del genoma. La figura 12-49 
sugiere uno de los diferentes modelos posibles de represión 
transcripcional que incorporan algunos de estos aspectos de la 
modificación de la cromatina. 

Aunque en la actualidad la represión transcripcional no se 
entiende muy bien, uno de los factores clave en la región de des- 
activación del genoma comprende un fenómeno que se conoce 
como metilación del DNA. 


Metilación del DNA FI análisis del DNA de los mamíferos y 
otros vertebrados indica que uno de cada 100 nucleótidos porta 
un grupo metilo añadido, que siempre se une al carbono 5 de una 
citosina. Los grupos metilo se agregan al DNA por medio de 
una familia de enzimas pequeñas denominadas netiltransferasas 
de DNA codificadas en humanos por genes DNMT. Se cree que 
esta simple modificación química sirve como una marca epige- 
nética o “señal” que permite que ciertas regiones del DNA se 
identifiquen y utilicen de manera diferente de otras regiones. En 
mamíferos, los residuos de metilcitosina son parte del dinucleó- 
tido 5'-CpG-3' dentro de una secuencia simétrica, como 


en la cual los puntos rojos indican la posición de los grupos 
metilo. La mayoría de los residuos metilcitosina en el DNA se 
localizan dentro de secuencias repetidas no codificadoras, prin- 
cipalmente elementos transponibles (pág. 402). Se piensa que la 
metilación mantiene estos elementos en un estado inactivo. Los 
organismos que alojan DNM'T mutantes tienden a presentar 
un aumento marcado en la actividad de transposición, lo cual es 
nocivo para la salud del organismo. Al menos un estudio recien- 
te sugiere que los piRNA, que se describieron en la página 454 
como mediadores de la supresión TE en las células germinales, 
guían la maquinaria de metilación del DNA a sitios donde se 
encuentran los TE en el genoma. 


Metilación de DNA y represión transcripcional La metilación del 
promotor de DNA se correlaciona con la represión de los genes. 
La mayor parte de las evidencias sugiere que la metilación del 
DNA sirve más para mantener un gen en un estado inactivo que 
como un mecanismo inicial de inactivación. Como un ejemplo, la 
inactivación de genes en el cromosoma X de mamíferos hembra 
(pág. 486) ocurre antes de una onda de metilación del DNA que 
se piensa que convierte el DNA en un estado de represión per- 
manente.? El mantenimiento del estado reprimido es mediado 
por una clase de proteínas, incluida MeCP2, que se unen a los 
dinucleótidos CpG metilados. Según un modelo, estas proteí- 
nas se unen a sitios de metilación del DNA y entonces reclutan 
complejos correpresores con actividad de HDAC y SUV39H1 
asociada. Como ya se mencionó, tales enzimas actúan en histonas 
para eliminar grupos acetilo y metilar residuos H3K9, respectiva- 
mente, lo que en conjunto causa la compactación de la cromatina 
y la represión génica (como en la figura 12-49). Según este esque- 
ma, un tipo de modificación epigenética, la metilación del DNA, 
sirve como guía para orquestar un segundo tipo de modificación 


? Análisis recientes del genoma completo indicaron que, aunque en los genes con 
transcripción reprimida las regiones promotoras casi siempre están metiladas, no 
ocurre lo mismo en el cuerpo de esos genes (o sea, la región distal al sitio de inicio 
de la transcripción). Ahora parece que los cuerpos de los genes con transcripción 
activa tienen una metilación mucho más intensa que las regiones correspondientes 
de los genes reprimidos. No se conoce la razón de este patrón de metilación 
inesperado. Este tema se revisa con detalle en Nature Revs. Gen. 9:465, 2008. 


epigenética, la modificación de histona. A menudo los patrones 
de metilación anormal del DNA se relacionan con enfermedad. 
Por ejemplo, el desarrollo de tumores con frecuencia depende 
de metilación aberrante y desactivación posterior de genes cuya 
expresión normalmente suprimiría el crecimiento tumoral. 

Aunque la metilación del DNA es una marca epigenética 
relativamente estable, la transmisión de estas marcas de una cé- 
lula progenitora a sus hijas está sujeta a regulación. Los cam- 
bios más importantes en los niveles de metilación del DNA que 
tienen lugar durante la vida de un mamífero se muestran en la 
figura 12-50. El primer cambio importante en el nivel de me- 
tilación se observa entre la fertilización y el primer paso de 
la división del cigoto, cuando el DNA pierde las “marcas” 
de metilación que heredó de la generación previa. Luego, cer- 
ca del periodo en que el embrión se implanta en el útero, una 
onda de metilación nueva (o de novo) se disemina a través de 
las células y establece un nuevo patrón de metilación en todo el 
DNA. Aún se desconocen las señales que determinan si un gen 
en una célula determinada es blanco para la metilación o está 
libre en este periodo. No obstante, una vez que el patrón de me- 
tilación de DNA se establece dentro de una célula, al parecer se 
mantiene durante las divisiones celulares mediante una enzima 
(tal vez Dnmt1) que metila las cadenas de DNA hijas según el 
patrón de metilación de las cadenas parentales. 

La metilación del DNA no es un mecanismo universal para 
inactivar los genes eucariotas. Por ejemplo, no se observa meti- 
lación del DNA ni en levaduras ni en nematodos. En cambio, a 
menudo el DNA de plantas experimenta muchísima metilación 
y los estudios en células de plantas cultivadas indican que, como 
en animales, la metilación del DNA se relaciona con la inacti- 
vación de genes. En un experimento, plantas tratadas con com- 
puestos que interfieren con la metilación del DNA produjeron 
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FIGURA 12-50 Cambios en los niveles de metilación de DNA durante 
el desarrollo de mamíferos. El DNA de un cigoto se encuentra sus- 
tancialmente metilado. El genoma sufre una desmetilación global du- 
rante la escisión. De manera interesante, el DNA heredado del padre 
se somete a desmetilación en un estadio temprano y por un mecanismo 
diferente al del heredado de la madre. Después de la implantación, el 
DNA se somete a metilación nueva (de novo), que se mantiene en las 
células somáticas (no germinales) en un nivel alto durante el resto del 
desarrollo y la vida adulta. En cambio, el DNA de las células germinales 
primordiales, que da origen a los gametos en el adulto, se desmetila lue- 
go. El DNA de las células germinales se metila en los estadios tardíos de 
la formación de los gametos. (BASADA EN UNA FIGURA DE R. JAENISCH, 
TRENDS GENET. 13:325, 1997; DERECHOS RESERVADOS 1997, CON AU- 
TORIZACIÓN DE ELSEVIER SCIENCE.) 
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un número mucho mayor de hojas y capullos. Más aún, las flores 
de estos capullos tenían una morfología muy alterada. 

Uno de los ejemplos más notables de la función de la me- 
tilación del DNA en el silenciamiento de la expresión génica 
ocurre como parte de un fenómeno epigenético conocido como 
sellado genómico, que es exclusivo de los mamíferos. 


Sellado genómico (huella genómica) Hasta mediados del 
decenio de 1980 se suponía que un grupo de cromosomas here- 
dados del padre era equivalente en funciones al grupo correspon- 
diente de cromosomas heredados de la madre. Pero, como otras 
deducciones muy generales, esta aseveración no pudo probarse. 
De hecho el que ciertos genes sean activos o inactivos durante 
el desarrollo temprano de mamíferos sólo depende de si fue- 
ron aportados al cigoto por el espermatozoide o por el oocito. 
Por ejemplo, el gen que codifica el factor de crecimiento fetal 
IGF2 sólo es activo en el cromosoma transmitido del padre. En 
cambio, el gen que codifica un conducto de potasio específico 
(KVLQT1) sólo tiene actividad en el cromosoma heredado de 
la madre. Se dice que los genes de este tipo se derivan del se- 
llo (huella) de acuerdo con su origen parental. El sello puede 
considerarse un fenómeno epigenético (pág. 496) a causa de las 
diferencias entre los alelos heredados de uno de los padres, pero 
no se basa en las diferencias de la secuencia del DNA. Se estima 
que el genoma de mamíferos contiene cuando menos 80 genes 
tipo sello localizados en diferentes grupos en los cromosomas. 

Se piensa que los genes se convierten en sello como resulta- 
do de un proceso de metilación selectiva de uno de los dos alelos. 
Se observa por ejemplo que 1) las versiones materna o paterna 
de los genes que se convierten en sello difieren de manera im- 
portante en su grado de metilación y 2) los ratones que pierden 
la enzima clave de la metilación, la metiltransferasa (Dnmt1), 
son incapaces de mantener el estado de sello de los genes que 
heredan. Las ondas de metilación y remetilación del embrión 
temprano no afectan el estado de metilación de genes tipo sello 
(fig. 12-50). En consecuencia los mismos alelos que se inactivan 
a causa del proceso de sello en los huevos fertilizados serán inac- 
tivos en las células del feto y la mayor parte de los tejidos adultos. 
La excepción principal ocurre en las células germinales, donde 
la herencia del sello de los padres se borra durante el desarrollo 
temprano y después se restablece cuando cada individuo produce 
sus propios gametos. Deben existir algunos mecanismos por los 
que genes específicos (p. ej., KVLOT1) se marcan para inactivar- 
se durante la formación de espermas, en tanto que otros genes 
(p. ej., IGF2) se marcan para inactivarse durante la formación 
del oocito. Cada uno de los cúmulos génicos sellados produce al 
menos un RNA no codificador. Estos RNA tienen una función 
clave para dirigir la desactivación de los genes cercanos codifica- 
dores de proteína en varios de los cúmulos. 

Las alteraciones en los patrones de sellado se relacionan con 
diferentes anomalías genéticas humanas, en particular aquellas 
que comprenden un grupo de genes sometidos a sello que residen 
en el cromosoma 15. El síndrome de Prader-Willi es una altera- 
ción neurológica hereditaria que se caracteriza por retraso men- 
tal, obesidad y desarrollo gonadal deficiente. El trastorno aparece 
cuando el cromosoma 15 heredado del padre porta una deleción 
en una región pequeña que contiene los genes sometidos a sello. 
Como el cromosoma paterno porta una deleción de uno o más 
genes y el cromosoma materno tiene inactiva la versión sello de 
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la región homóloga, los individuos carecen de copias funcionales 
del gen o los genes. Aunque los genes suelen marcarse de por 
vida en un individuo, se conocen casos en los que se pierde el 
sellado. De hecho, la pérdida del sellado del gen IGF2 ocurre en 
alrededor de 10% de la población, lo cual da por resultado au- 
mento en la producción del factor de crecimiento codificado. Los 
individuos con esta alteración epigenética están en riesgo mucho 
mayor de desarrollar cáncer colorrectal. Se descubrió el caso de 
una mujer que a causa de una supuesta deficiencia de una enzima 
DNA metilante produce oocitos que carecen por completo de 
genes sometidos a sello. Cuando se fertilizan, estos oocitos no 
se desarrollan más allá de la implantación, lo que demuestra la 
naturaleza esencial de esta contribución epigenética. 

¿Qué posible función tiene el sellado genómico en el desa- 
rrollo del embrión? Aunque existen diferentes propuestas para 
contestar esta pregunta, no hay una respuesta definitiva. Según 
un investigador, el sellado genómico es “un fenómeno en busca 
de una razón” y aquí es donde esta obra abandona el tema. 


REVISIÓN _ 


1. ¿En qué aspectos son similares las funciones del 
represor bacteriano /ac y el receptor de glucocorticoides 
de mamíferos? ¿En qué difieren? 

2. ¿Qué tipos de secuencias reguladoras se encuentran en 
las regiones reguladoras del DNA en dirección 5' de 
un gen como el que codifica para PEPCK? ¿Cuál es la 
función de estas secuencias en el control de la expresión 
de los genes cercanos? 

3. ¿Qué significa el término “epigenético”? ¿Cómo es que 
tal diversidad de fenómenos, como la metilación del 
DNA, la metilación de histonas y la determinación 
del centrómero, pueden describirse como fenómenos 
epigenéticos? 

4. ¿Cuáles son algunas de las propiedades que tienden 

a encontrarse en los diversos grupos de factores 

transcripcionales? 

¿Cuál es la diferencia entre activador transcripcional 

y represor transcripcional?, ¿entre coactivador y 

correpresor?, ¿entre HAT y HDAC? 

6. ¿Cómo afecta la metilación del DNA la expresión 
génica? ¿Cómo se relaciona con la acetilación o 
la metilación de histona? ¿Qué significa sellado 
genómico? 


Y 
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El corte y empalme alternativo regula la expresión génica al nivel 
del procesamiento de RNA y provee un mecanismo por el que un 
solo gen puede codificar dos o más proteínas relacionadas. Los 
genes de las plantas y los animales contienen numerosos intrones 
y exones (pág. 438). En el capítulo 11 se explicó la forma en que 
se eliminan los intrones de una transcripción primaria y cómo se 
retienen los exones, pero esto es apenas el inicio de la historia. En 
muchos casos hay mucho más que una vía por la que una trans- 
cripción primaria puede procesarse. La vía de procesamiento que 
se sigue puede depender del estadio del desarrollo o del tipo de 


célula o tejido a considerar. En el caso más simple, que es el úni- 
co que se presentará, un segmento específico puede someterse a 
corte y empalme y de ese modo eliminarse de la transcripción, 
o retenerse como parte del mRNA maduro, lo que depende del 
sistema de regulación que opera en la célula. Un ejemplo de este 
tipo de corte y empalme alternativo tiene lugar durante la síntesis 
de la fibronectina, una proteína que se encuentra tanto en el plas- 
ma sanguíneo como en la matriz extracelular (pág. 236). La fibro- 
nectina generada por fibroblastos y retenida en la matriz contiene 
dos péptidos más que la versión de la proteína que las células 
hepáticas sintetizan y se secreta a la sangre (fig. 12-51). Los pép- 
tidos adicionales son codificados por porciones del pre-mRNA 
que se retienen durante el procesamiento en los fibroblastos pero 
se remueven durante el procesamiento en la célula hepática. 

En la mayor parte de los casos las proteínas generadas por 
un gen particular mediante corte y empalme alternativo son 
idénticas en casi toda su longitud pero difieren en regiones clave 
que pueden afectar propiedades importantes como su localiza- 
ción celular, los tipos de ligandos que unen o la cinética de su ac- 
tividad catalítica. Diferentes factores transcripcionales se derivan 
de genes que pueden experimentar corte y empalme alternativo, 
lo que genera variantes que pueden determinar la vía de diferen- 
ciación que la célula toma. En la mosca de la fruta, por ejemplo, 
la vía de desarrollo que lleva a un embrión a diferenciarse en 
hembra o en macho se determina por corte y empalme alternati- 
vo de las transcripciones de ciertos genes. 

El corte y empalme alternativo puede ser muy complejo y 
ello permite una gran variedad de combinaciones de exones posi- 
bles en el producto final del mRNA. El mecanismo por el que un 
exón se incluye o excluye depende sobre todo de si la maquinaria 
de corte y empalme selecciona los sitios específicos 3' y 5' como 
sitios de corte (pág. 443). Hay varios factores que influyen en la 
selección del sitio para corte y empalme. Algunos sitios de corte 
y empalme se describen como “frágiles”, lo que indica que la ma- 
quinaria del corte y empalme puede “saltarlos” bajo ciertas condi- 
ciones. El reconocimiento y el uso de los sitios de corte y empalme 
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FIGURA 12-51 Corte y empalme alternativo del gen de la fibronectina. 
El gen de la fibronectina consiste en diferentes exones que se muestran 
en la parte superior del dibujo (los intrones se presentan en negro y no 
están dibujados a escala). Dos de estos exones codifican para porciones 
del polipéptido llamadas EITA y ENIB, que se incluyen en las proteínas 
producidas por los fibroblastos pero se excluyen en las proteínas que se 
sintetizan en el hígado. La diferencia se debe al corte y empalme alterna- 
tivo; estas porciones de pre-mRNA que codifican para esos dos exones 
se eliminan de la transcripción en las células hepáticas. Los sitios donde 
los exones se pierden se indican con una flecha en el mRNA hepático. 


frágiles se controlan mediante secuencias en el RNA, inclusive 
los aumentadores exónicos de corte y empalme (pág. 443), que se 
localizan dentro de los exones cuya inclusión está regulada. Los 
aumentadores exónicos de corte y empalme sirven como sitio de 
unión para proteínas reguladoras específicas. Si una proteína re- 
guladora está presente y activa en una célula, esta proteína puede 
unirse al aumentador de corte y empalme y reclutar los factores de 
corte y empalme necesarios hacia un sitio de corte y empalme frá- 
gil cercano a 3' o 5'. El empleo de estos sitios de corte y empalme 
resulta en la inclusión del exón dentro del mRNA. La figura 12-52 
describe un modelo del modo en que este mecanismo puede tra- 
bajar. Si la proteína reguladora no se produce en la célula, los sitios 
de corte y empalme vecinos no se reconocen y el exón se elimina 
junto con los intrones flanqueantes. Se identifican muchos otros 
mecanismos que regulan el corte y empalme alternativo. 

El procesamiento alternativo es difícil de estudiar porque 
requiere la preparación de mRNA de tamaño completo prove- 
niente de distintos tejidos y estadios de desarrollo. Se estima que 
más de 70% de los genes humanos están sujetos a corte y em- 
palme alternativo. Además, hay incertidumbre acerca de cuán- 
tos mRNA distintos se producen a partir de la mayoría de las 
transcripciones. En un estudio reciente basado en datos de se- 
cuenciación de RNA, se detectaron cerca de 100000 fenóme- 
nos alternativos de corte y emplame en un puñado de tejidos 
importantes, pero no se sabe cuántos de estos transcritos tienen 
una función biológica. Aun si el corte y emplame alternativo no 
afecta la secuencia de aminoácidos de una proteína particular, 
puede generar mRNA maduros con UTR 5' o 3' variables, que 
a su vez influyen en la eficiencia de traducción o la estabilidad 
de los mRNA (se explica más adelante). Para hacer esto aún más 
difícil de estudiar, las transcripciones homólogas con frecuencia 
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FIGURA 12-52 Un modelo de la función de los aumentadores exónicos 
de corte y empalme en la regulación del corte y empalme alternati- 
vo. En este caso el exón 2 contiene diferentes aumentadores de corte 
y empalme, que unen proteínas reguladoras específicas (por lo general 
proteínas SR, pág. 446). Estas proteínas reguladoras de unión reclutan 
factores de corte y empalme clave (U2AF) y U1 snRNP a la vecindad de 
los sitios de corte y empalme 3' y 5' respectivamente. [U2AF desempeña 
una función directa en el reclutamiento de U2 snRNP al sitio de rami- 
ficación (BPS), como se requiere para la formación del lazo]. Si U2AF y 
U1 snRNP no se reclutaran en los sitios de corte y empalme a cada lado 
del exón 2, este exón no se reconocería y, en cambio, se eliminaría como 
parte del intrón. Los exones también pueden contener secuencias lla- 
madas supresores de empalme exónicos (ESS, exonic splicing suppressors), 
que se unen a proteínas que bloquean el ensamblaje de espliceosomas y 
hacen que el exón quede fuera del mRNA maduro. (Tomana De K. J. 
HERTEL ET AL., CURR. Oprx. CELL BroL. 9:351, 1997.) 
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se empalman de modo diferente en distintas especies. Por ejem- 
plo, es probable que una razón importante de que el ser humano 
y ratón sean tan diferentes, pese a que tienen genes similares, 
sea la diferencia en el modo en que se empalman muchas de sus 
transcripciones de genes homólogos. 

El corte y empalme alternativo tiene el potencial de generar 
gran número de polipéptidos relacionados a partir de un solo 
gen. Considérese un gen que contiene 10 exones que pueden 
experimentar corte y empalme alternativo, esto es, exones que 
pueden incluirse o excluirse en el mRNA maduro. Un gen de 
este tipo tiene el potencial para generar decenas de miles de iso- 
formas polipeptídicas distintas, mucho más que el número calcu- 
lado de genes en el genoma humano entero. Se ha propuesto que 
este tipo de diversidad de proteínas tiene la importante función 
de dirigir la formación de sinapsis específicas. De hecho estudios 
recientes sugieren que ciertos genes que participan en la función 
neural pueden estar sujetos a corte y empalme alternativo impor- 
tante. Sin considerar si este último ocurre o no a gran escala, es 
evidente que el número de polipéptidos codificados por el geno- 
ma es por lo menos varias veces el número identificado mediante 
la secuenciación de DNA sola. 


Edición de RNA Otra forma en la que puede regularse la ex- 
presión génica después de la transcripción es mediante la edición 
del mRNA, en la que nucleótidos específicos se convierten en 
otros nucleótidos después que se transcribe el RNA. La edición 
de RNA puede crear nuevos sitios de corte y empalme, generar 
codones de detención o producir sustituciones de aminoácidos. 
Aunque no es un fenómeno tan difundido como el corte y em- 
plame alternativo, la edición de RNA es muy importante en el 
sistema nervioso, donde un número significativo de mensajes pa- 
recen convertir una o más adeninas (A) en inosinas (1). Esta mo- 
dificación produce la eliminación enzimática de un grupo amino 
del nucleótido. Luego, la maquinaria de traducción lo lee como 
G. El receptor para glutamato, que media la transmisión sináptica 
estimulante en el cerebro (pág. 165), es un producto de la edición 
del RNA. En este caso, el cambio de A en I genera un recep- 
tor para glutamato cuyo conducto interno es impermeable a los 
iones Ca?*. Los ratones con modificaciones genéticas incapaces 
de realizar este paso específico de la edición de RNA presentan 
convulsiones epilépticas graves y mueren semanas después de na- 
cer. Otro ejemplo importante de la edición del RNA se refiere a 
la proteína de la apolipoproteína B transportadora de colesterol. 
Los complejos LDL descritos en la página 306 se producen en el 
hígado y contienen la proteína apolipoproteína B-100, que se tra- 
duce a partir de un mRNA de longitud completa de unos 14000 
nucleótidos de largo. En el intestino, la citidina en el residuo 
de nucleótido 6666 del RNA se convierte por medios enzimáti- 
cos en uridina, lo que genera un codón de detención (UAA) que 
termina la traducción. La versión truncada de la proteína, la apo- 
lipoproteína B-48, se produce sólo en las células del intestino del- 
gado, donde tiene una función esencial en la absorción de grasas. 


REVISIÓN 


1. ¿De qué manera el corte y empalme alternativo puede 
incrementar el número de genes en el genoma? 

2. Describa un ejemplo de corte y empalme alternativo. 
¿Cuál es el valor de este tipo de control para una célula? 
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¿Cómo podría una célula regular los sitios en el pre- 
mRNA que se seleccionan para corte y empalme? 

3. ¿Qué es la edición del RNA y cómo puede aumentar el 
número de proteínas que pueden formarse a partir de 
un solo transcrito pre-mRNA? 


12.6 CONTROL AL NIVEL TRADUCCIONAL 


El control al nivel traduccional comprende una amplia variedad 
de mecanismos reguladores que afectan la traducción del mRNA 
transportado con anterioridad desde el núcleo hasta el citoplas- 
ma. Los factores considerados bajo este rubro regulatorio general 
incluyen 1) la localización del mRNA mensajero en ciertos sitios 
dentro de la célula; 2) si un mRNA se traduce o no y con qué 
frecuencia, y 3) la vida media del mRNA, una propiedad que 
determina cuántas veces se traduce el mensaje. 

Los mecanismos de control al nivel traduccional suelen ope- 
rar por medio de interacciones entre mRNA específicos y varias 
proteínas presentes dentro del citoplasma. En la página 437 se 
destacó que los mRNA contenían segmentos no codificantes co- 
nocidos como regiones no traducidas (UTR), en sus extremos 
5' y 3'. La UTR 5' se extiende desde el capuchón metilguanosina 
al inicio del mensaje hasta el codón de iniciación AUG, en tanto 
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que la UTR 3' se extiende desde el codón de terminación en 
el extremo de la región codificante hasta el final de la cola de 
poli(A) que se encuentra unida en casi todos los mRNA de los 
organismos eucariotas (fig. 11-21). Aunque por muchos años las 
secciones no traducidas del mensaje se ignoraron, se descubrió 
que las UTR contienen secuencias nucleotídicas que la célula 
utiliza para mediar el control al nivel traduccional. En las seccio- 
nes siguientes se consideran tres aspectos distintos del control al 
nivel traduccional: la localización del mRNA, la traducción del 


mRNA y la estabilidad del mRNA. 


Localización citoplásmica de los mRNA 


La localización de mRNA específicos en regiones particulares 
del citoplasma de una célula es un mecanismo importante por el 
cual las células establecen dominios citoplásmicos con funciones 
distintivas. A continuación se estudia en forma breve la mosca 
de la fruta, cuyos oocitos, larvas y estadios adultos se ilustran en 
la figura 12-534. El desarrollo del eje anteroposterior (cabeza- 
abdomen) de una larva de mosca y del subsecuente adulto es 
anticipado por la localización de mRNA a lo largo del mismo eje 
en el oocito. Por ejemplo, las transcripciones de mRNA del gen 
bicoid se localizan de manera preferencial en el extremo anterior 
del oocito, mientras que los mRNA transcritos del gen oskar se 
ubican en el extremo opuesto (fig. 12-532, c). Luego, los mRNA 
se traducen en el sitio de localización donde se acumula la pro- 
teína recién sintetizada. Las proteínas que el mRNA de bicoid 
codifica tienen una función crucial en el desarrollo de la cabeza y 
el tórax, en tanto que la proteína que el mRNA de oskar codifica 
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(a) 
FIGURA 12-53 Localización citoplásmica de los mRNA. (a) Esquema que 


ilustra los tres estadios de la vida de la mosca de la fruta: el huevecillo, la 
larva y el adulto. Se muestran los segmentos del tórax y el abdomen. (4) Lo- 
calización del mRNA de ¿icoid en el polo anterior de un estadio temprano 
de segmentación mediante hibridación in situ. (c) Localización del mRNA de 
oskar en el polo posterior en un estadio comparable al que se muestra en 5. 
En ambos la localización de los RNA desempeña una función importante 
en el desarrollo el eje anteroposterior de la mosca de la fruta. (4) Localiza- 
ción del mRNA (rojo) cercano a los extremos de migración de los fibroblas- 
tos. Ésta es la región celular donde se utiliza la actina durante la locomoción 
(véase fig. 9-71). (B: CORTESÍA DE DANIEL ST JOHNSTON; C: CORTESÍA DE 
ANTINE GUICHET Y ANNE EPHRUSSI; D: TOMADA DE V. M. LATHAM ET 
AL., CORTESÍA DE RoBErT H. SINGER, Curr. BroL. 11:1010, 2001.) 


es requerida para la formación de las células germinales, que se 
desarrollan en la parte posterior de la larva. 

La información que regula la localización citoplásmica de 
un mRNA reside en la UTR 3". Lo anterior puede demostrarse 
al utilizar moscas de la fruta que portan un gen extranjero cuya 
región codificante se acopla a una secuencia de DNA que codifi- 
ca para la UTR 3' de los mRNA de bicoidu oskar. Cuando un gen 
extranjero se transcribe durante la oogénesis, los mRNA pueden 
localizarse en un sitio que la UTR 3' determina. La localización 
de los mRNA está mediada por proteínas específicas que reco- 
nocen las secuencias de localización (llamados códigos zip) en esa 
región del mRNA. 

Los microtúbulos, y las proteínas motoras que los utili- 
zan como vehículos, desempeñan una función importante en el 
transporte del mRNA hacia localizaciones específicas. Por ejem- 
plo, la localización de los mRNA de oskar en un oocito de mosca 
de la fruta puede alterarse con fármacos como la colchicina que 
despolimerizan los microtúbulos y mediante mutaciones que al- 
teran la actividad de la proteína motora cinesina 1. Por otra parte 
se piensa que los microfilamentos anclan los mRNA después que 
éstos llegan a su destino final. La localización del mRNA no se 
restringe a los huevos y oocitos, pero ocurre en todos los tipos de 
células polarizadas. Por ejemplo, se observa que los mRNA 
de actina se localizan cerca del extremo de avance del fibroblasto 
en migración, que es el sitio donde las moléculas de actina son 
necesarias para la locomoción (fig. 12-534). Durante el proceso 
de localización, la traducción de los mRNA es inhibida de ma- 
nera específica por proteínas relacionadas, lo cual hace surgir el 
tema del control de la traducción. 


El control de la traducción de mRNA 


Varios procesos biológicos importantes dependen de los mRNA 
que se sintetizaron en algún momento previo y se almacenaron 
en el citoplasma en estado inactivo. A continuación se presenta 
una breve revisión de uno de estos procesos, el desarrollo tem- 
prano de un embrión animal. Los mRNA almacenados en un 
huevo no fertilizado, como los transcritos de los genes bicoid u 
oskar en una mosca de la fruta, son plantillas para proteínas sin- 
tetizadas durante etapas tempranas del desarrollo; no se utilizan 


Región 


codificante UTR 5' elF4E 


-Capuchóng) 


> 


UTR 3' 


| 


FIGURA 12-54 Un modelo del mecanismo de activación traduccional 
de los mRNA después de la fecundación de un oocito de Xenopus. 
De acuerdo con este modelo, los RNA mensajeros se mantienen en el 
citoplasma en estado inactivo mediante una combinación de sus colas 
poli(A) cortas y una proteína inhibidora unida llamada Mascarina. Ésta 
se adhiere por un lado a CPEB (una proteína que se fija a secuencias 
en el extremo 3' de la UTR de mRNA específicos) y por el otro a la 
proteína de unión al capuchón elF4E. Tras la fecundación, la CPEB 
se fosforila, lo que desplaza la Mascarina y genera dos cambios en el 
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para síntesis de proteína en el huevo mismo. Los mRNA inac- 
tivos que se almacenan en un huevo casi siempre tienen colas 
poli(A) cortas. La iniciación de la traducción de estos mRNA 
durante el desarrollo temprano incluye al menos dos fenómenos 
distintos: retiro de las proteínas inhibidoras unidas y aumento 
en la longitud de las colas poli(A) por acción de una enzima 
que se encuentra en el citoplasma del huevo. Estos fenómenos 
se ilustran en el modelo de la activación de la traducción en los 
embriones de Xenopus en la figura 12-54, 

Se descubrieron diferentes mecanismos que regulan la tasa 
de traducción del mRNA en respuesta a las necesidades celulares 
cambiantes. Puede considerarse que algunos de estos mecanis- 
mos actúan de manera global porque afectan la traducción de to- 
dos los mensajes. Cuando una célula humana está sujeta a ciertos 
estímulos estresantes, se activa una proteína cinasa que fosforila 
el factor de iniciación el F2, que bloquea la síntesis posterior de 
proteínas. Como se explica en la página 462, el factor el F2-GTP 
libera el tRNA iniciador de la subunidad ribosómica pequeña, 
tras lo cual se convierte en el F2-GDP y se libera. La versión 
fosforilada del factor elF2 no puede intercambiar su GDP por 
GTP, que se requiere para que el el F2 se comprometa en otro 
ciclo de inicio de la traducción. Es interesante notar que se iden- 
tifican cuatro proteínas cinasas distintas que tienen la capacidad 
de fosforilar el mismo residuo de serina de la subunidad elF2a 
para activar la inhibición traduccional. Cada una de estas cinasas 
se activa después de un tipo de estrés celular diferente, inclusive 
el choque térmico, la infección viral, la presencia de proteínas sin 
plegamiento adecuado o la falta de aminoácidos en el medio de 
cultivo. Por lo menos cuatro vías diferentes del estrés convergen 
para inducir la misma respuesta. 

Otros mecanismos influyen en el ritmo de traducción de 
mRNA específicos a través de la acción de proteínas que recono- 
cen elementos específicos en las UTR de esos mRNA. Uno de 
los ejemplos mejor estudiados comprende el mRNA que codifica 
para la proteína ferritina. La proteína ferritina secuestra átomos 
de hierro en el citoplasma celular y de esta forma protege las 
células de los efectos tóxicos del metal libre. La traducción del 
mRNA de ferritina está regulada por un represor específico, que 
se conoce como proteína reguladora de hierro (IRP), cuya actividad 
depende de la concentración de hierro libre en la célula. A bajas 


elF4E 


capuchón 


mRNA. La versión fosforilada de CPEB recluta otra proteína CPSF, 
que a su vez recluta polimerasa de poli(A) (PAP), una enzima que agre- 
ga residuos adenosina a la cola de poli(A). La cola poli(A) alargada 
sirve como sitio de unión para moléculas PABP, lo que ayuda a atraer 
elF4G, un factor de iniciación necesario para la traducción. Como re- 
sultado de estos cambios, el mRNA puede traducirse. (REIMPRESA CON 
AUTORIZACIÓN DE R. D. MENDEZ 8]. D. RicHTER, NATURE Reviews 
Mot. CELL Biot. 2:524, 2001, O coryricHT 2001 POR MACMILLAN 
Macazınes LiMiTED.) 
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FIGURA 12-55 Control de la traducción del mRNA de ferritina. Cuando 
las concentraciones de hierro son bajas, una proteína represora que une 
hierro, llamada proteína reguladora de hierro (IRP), se une a una secuencia 
específica de la UTR 5' del mRNA de ferritina, denominada elemento de 
respuesta al hierro (IRE), que se pliega en un asa. Cuando el hierro está 
disponible, se une a la IRP, cambia su conformación y ocasiona que se diso- 
cie del IRE, lo que permite la traducción del mRNA para formar ferritina. 


concentraciones de hierro, IRP se une a una secuencia específica 
de la UTR 5' del mensaje llamada elemento de respuesta al hierro 
(IRE) (fig. 12-55). La unión de IRP interfiere con el acceso de un 
ribosoma al extremo 5' del mensaje y por tanto se inhibe el inicio 
de la traducción. Sin embargo, en presencia de concentraciones 
altas de hierro, IRP se modifica de modo que pierde su afinidad 
por las secuencias IRE. La disociación de IRP del mRNA de fe- 
rritina permite el acceso de la maquinaria traduccional al mRNA 
codificante y la proteína codificada se sintetiza. 


Control de la estabilidad del mRNA 


El tiempo que dura un mRNA en una célula, la mayor parte 
de las veces, es para la síntesis de un polipéptido. Si una célula 
controla la expresión de genes, es importante que regule la super- 
vivencia del mRNA, así como en primer lugar también se regula 
la síntesis de este mRNA. A diferencia de un mRNA procariota, 
que comienza a degradarse en su extremo 5' antes que su extre- 
mo 3' esté completo, la mayor parte de los mRNA eucariotas tie- 
ne una vida media hasta cierto punto larga. No obstante, la vida 
media de los mRNA eucariotas es muy variable. Por ejemplo, el 
mRNA de FOS, que participa en el control de la división celular, 
se degrada con rapidez en la célula (vida media de 10 a 30 min). 
Como resultado Fos sólo se produce por un periodo corto. En 
cambio, el mRNA que codifica para la producción de proteínas 
dominantes de una célula particular, como la hemoglobina en un 
eritrocito precursor o la ovoalbúmina en una célula de oviducto 
de gallina, casi siempre tiene una vida media de más de 24 h. Por 
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FIGURA 12-56 Degradación de mRNA en células de mamífero. Los 


pasos mostrados en el dibujo se describen en el texto. 


tanto, como sucede con la localización del mRNA o la tasa de 
inicio de la traducción del mismo, la maquinaria reguladora 
de la célula puede reconocer mRNA específicos y darles un tra- 
tamiento diferente. 

Experimentos iniciales mostraron que el mRNA carente de 
colas de poli(A) se degradó con rapidez tras inyectarse en células, 
mientras que el mismo mRNA con colas de poli(A) fue estable. 
Esta fue la primera pieza de evidencia que sugirió que la longe- 
vidad de un mRNA se relaciona con la longitud de su cola de 
poli(A). Cuando un mRNA típico abandona el núcleo, contiene 
una cola de cerca de 200 residuos de adenosina (fig. 12-564, paso 
1). Cuando un mRNA permanece en el citoplasma, la longitud 
de su cola de poli(A) tiende a reducirse en forma gradual confor- 
me aquél se degrada por efecto de la ribonucleasa de poli(A). No 
se observan efectos en la estabilidad del mRNA hasta que la cola se 
reduce a alrededor de 30 residuos (paso 2). Una vez que la cola 
se acorta a esta longitud, el mRNA suele degradarse con rapidez 
por otras dos vías. En una de estas vías (mostrada en la figura 
12-564) la degradación del mRNA comienza en su extremo 5' 
seguida de la remoción de la cola de poli(A) en el extremo 3' del 
mensajero. El hecho de que la cola de poli(A) en el extremo 3' 
del mensajero proteja el capuchón del extremo 5' de la molécula 


sugiere que los dos extremos del mRNA se mantienen en proxi- 
midad cercana (fig. 11-47). Una vez que la cola que se encuentra 
en la región 3' se elimina (paso 3, fig. 12-564), se elimina el capu- 
chón del mensaje (paso 4) y se degrada desde el extremo 5' hacia 
el extremo 3' (paso 5). La desadenilación, retiro del capuchón y 
degradación 5' > 3' ocurren dentro de pequeños gránulos cito- 
plásmicos transitorios llamados cuerpos P. Además de destruir 
mRNA “no deseados”, los cuerpos P también actúan como sitios 
en los que se almacenan por un tiempo los mRNA que ya no 
se traducen. En la vía alterna de degradación del mRNA que 
se muestra en la figura 12-560, la deleción de la cola de poli(A) 
(paso 3a) es seguida por la digestión continua del mRNA desde 
su extremo 3' (paso 4a). La digestión de los mRNA en dirección 
3" > 5' la efectúa una exonucleasa que es parte de un complejo 
de exonucleasas conocido como exosoma. 

Debe haber más mecanismos que participan en la longe- 
vidad del mRNA que la simple longitud de su cola de poli(A), 
puesto que los mRNA tienen vidas medias muy diferentes con 
colas de poli(A) de tamaño similar. Una vez más las diferencias 
en la secuencia nucleotídica de la UTR 3' tienen una función 
importante en la tasa a la que la cola de poli(A) se acorta. Por 
ejemplo, la UTR 3' del mRNA de globina contiene diferentes 
repeticiones de CCUCC que sirven como sitios de unión para 
proteínas específicas que estabilizan el mensaje. Si estas secuen- 
cias se mutan, el mRNA se desestabiliza. En cambio los mRNA 
de vida corta a menudo contienen elementos ricos en AU (p. ej., 
repeticiones AUVUA) en la UTR 3' que al parecer se unen a las 
proteínas que desestabilizan el mensaje. Si una de estas secuen- 
cias desestabilizantes se introduce en la UTR 3' del gen de glo- 
bina, la estabilidad del mRNA transcrito del gen modificado se 
reduce de una vida media de 10 h a una vida media de 90 min. La 
importancia de estas secuencias desestabilizantes (y el promedio 
de inestabilidad del mRNA que producen) puede apreciarse al 
considerar la vida corta del mRNA de FOS que se mencionó 
antes. Si la secuencia desestabilizante del gen FOS se pierde por 
una deleción, la vida media del mRNA de FOS se incrementa y 
las células suelen tornarse malignas. Se piensa que las secuen- 
cias desestabilizantes en la UTR 3" sirven como sitios de unión 
para proteínas (p. ej., AUF1) y micro-RNA (p. ej., miR-430) que 
inducen la desadenilación y destrucción ulterior del mRNA, se 
comenta más adelante. 


Función de los microRNA en el control 
al nivel de la traducción 


No sólo las proteínas son las moléculas que pueden actuar como 
reguladores de la traducción y estabilidad del mRNA. La forma- 
ción y mecanismo de acción del microRNA se explicaron en el 
capítulo 11 (pág. 452). Como la mayor parte de las proteínas que 
se han descrito que ejercen el control al nivel de la traducción, 
los miRNA actúan sobre todo mediante la unión con sitios de la 
UTR 3' de sus mRNA blanco. Cada vez resulta más aparente que 
los miRNA son reguladores importantes al nivel de la traducción 
en todos los procesos biológicos. Incluso las etapas más tempra- 
nas del desarrollo embrionario requieren la participación de los 
miRNA, como se demuestra por el hecho de que los animales 
que carecen de enzima Dicer productora de miRNA no se desa- 
rrollan más allá de la gastrulación. De igual manera, cuando Di- 
cer falta sólo en un tejido particular, el desarrollo de las células de 


12.6 CONTROL AL NIVEL TRADUCCIONAL 527 


ese tejido presenta anomalías evidentes. También resulta ya apa- 
rente que las anomalías en los niveles de miRNA tienen un efecto 
mayor en el desarrollo de muchas enfermedades frecuentes. 

La participación de los miRNA individuales en un proceso 
biológico se estudia mejor si se interfiere con la producción de 
esa especie particular, lo cual puede lograrse mediante la muta- 
ción o deleción del gen que codifica el miRNA. Los estudios de 
este tipo sugieren que los miRNA regulan la expresión de bate- 
rías de genes que participan en varias vías de la diferenciación 
celular. Puede ilustrarse la importancia de los miRNA tanto en 
el desarrollo embrionario como en los tejidos adultos si se con- 
sideran ejemplos de estudios en el corazón. Dos miembros de la 
clase miR-1 de los miRNA tienen funciones importantes en el 
desarrollo del tejido muscular. La deleción de uno de estos mi- 
RNA (miR-1-2) en embriones de ratón se acompaña de defectos 
drásticos en el desarrollo del corazón. Muchos de estos animales 
mueren antes de nacer a causa de orificios en la división de los 
ventrículos cardiacos, mientras que otros mueren después de na- 
cer por trastornos en el ritmo cardiaco. Tales efectos adversos po- 
drían deberse a la expresión excesiva de ciertos factores de trans- 
cripción clave cuya traducción se inhibe en condiciones normales 
por los miRNA miR-1. Estos mismos miRNA también están 
implicados en la enfermedad cardiaca de seres humanos adul- 
tos. Los pacientes con antecedente de infarto miocárdico y que 
luego desarrollan alteraciones electrofisiológicas cardiacas tien- 
den a tener niveles altos de miR-1 en el tejido cardiaco. Dos de 
los blancos esperados de 7miR-1 son los mRNA que codifican 
1) la proteína Cx43, que forma las uniones comunicantes que 
conducen la corriente iónica entre las células musculares de los 
ventrículos cardiacos (pág. 257), y 2) la proteína Kir2.1, que es un 
conducto de potasio implicado en la repolarización del potencial 
de membrana (pág. 161) en las células cardiacas. Se esperaría 
que la expresión de estas dos proteínas se redujera en presencia 
de niveles de miR-1 mayores de lo normal. La importancia de 
estas observaciones se respalda por estudios en ratas en las que se 
indujo la expresión excesiva de 7miR-1; estos animales presentan 
un fenotipo similar al que se observa en pacientes que sufrieron 
infartos miocárdicos. Lo más importante, el bloqueo de la ac- 
tividad de miR-1 en estas ratas conduce a un retorno de Cx43 
y Kir2.1 a sus niveles normales y a la normalización del estado 
electrofisiológico del corazón. Tales hallazgos ofrecen esperanza 
de que los miRNA podrían convertirse en un blanco válido para 
fármacos en el tratamiento de la enfermedad cardiaca. 

La forma en que los miRNA ejercen el control al nivel de 
la traducción ha sido tema de controversia importante. Consi- 
derados en conjunto, los estudios en este campo sugieren que es 
probable que los miRNA ejerzan sus actividades reguladoras a 
través de varios mecanismos distintos que afecten tanto la tra- 
ducción como la estabilidad del mRNA, como se muestra en la 
figura 12-57. 


1. Los primeros estudios en gusanos y estudios recientes en cé- 
lulas de mamíferos indican que los miRNA pueden reprimir 
la síntesis de proteínas en algún momento después de la ini- 
ciación de la traducción (fig. 12-575). En un principio, esta 
idea se basó en la observación de que los miRNA unidos con 
mRNA son parte de polisomas con traducción activa. Una 
línea de evidencia sugiere que el RISC unido (el complejo 
miRNA-proteína Argonauta de la figura 11-385) causa libe- 
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FIGURA 12-57 Mecanismos potenciales por los cuales los miRNA po- 
drían disminuir la expresión génica al nivel de la traducción. (a) Tra- 
ducción activa en ausencia de regulación por miRNA. (2) Inhibición de 
la expresión génica en algún punto después del inicio de la traducción. 
En este modelo, la unión del complejo RISC que contiene la proteína 
Argonauta (AGO) conduce a la degradación de la proteína naciente o a la 
liberación de los ribosomas del mRNA. (c) Inhibición de la expresión gé- 
nica en el punto en que se inicia el proceso de traducción. En este modelo, 


ración prematura de los ribosomas cuando realizan la elonga- 
ción de la traducción, mientras que otra línea implica al RISC 
en la degradación del polipéptido naciente. 


2. Otros estudios sugieren que el RISC unido interfiere con el 
inicio de la traducción (fig. 12-57c). Esta idea se basa en mu- 
chas observaciones, incluidos datos que sugieren que la pro- 
teína Argonauta dentro de un RISC es capaz de unirse con 
el capuchón de metil-guanina en el extremo 5' del mRNA 
y bloquear la interacción del capuchón con el factor de ini- 
ciación de traducción requerido el F4E. Otros datos sugieren 
que RISC previene la interacción entre las subunidades ribo- 
somales grande y pequeña, lo que también es necesario para 
iniciar la traducción. 


3. Otros estudios más sugieren que algunos miRNA ejercen la 
regulación al nivel de la traducción al inducir la degradación 
del mRNA blanco (fig. 12-574). Esto se ilustra por un es- 
tudio en embriones de pez cebra que informó un aumento 
drástico en la expresión de un miRNA particular (miR-430) 
al momento en que el embrión empezó a sintetizar sus pro- 
pios mRNA. La apariencia de este miRNA se acompañó de 
la degradación de grandes cantidades de mRNA maternos 


(c) Inhibición de la iniciación 


(2) Degradación de mRNA 


Desadenilasa 


el complejo RISC inhibe la interacción entre el F4E en el extremo 5' del 
mRNA o impide el ensamble del ribosoma complejo a partir de las sub- 
unidades. (4) Inhibición de la expresión génica mediante la promoción 
de la degradación del mRNA. En este modelo, el complejo RISC atrajo 
proteínas que promueven el destape del mRNA (por proteínas DCP1/2) 
y/o degradan la cola poli(A). GW182 es un componente de los cuerpos 
P. (Tomana DE G. STEFANI Y F. J. SLack, Nar. Revs. MoL. CELL Bror. 
9:220, 2008; O coryRrIGHT 2008, MacmMILLAN MAGAZINES LIMITED.) 


almacenados en el huevo al momento de la fecundación y que 
contienen sitios para el miR-430 miRNA en su UTR 3'. 


REVISIÓN 


1. Describir tres diferentes vías por las que la expresión 
génica puede controlarse al nivel traduccional. Citar 
un ejemplo de cada uno de estos mecanismos de 
control. 

¿Cuál es la función del poli(A) en la estabilidad del 

mRNA? ¿Cómo regula la célula la estabilidad de 

diferentes mRNA? 

3. Describir los diferentes niveles a los que la expresión 
génica se regula para permitir que un gen de globina B 
con la siguiente estructura dirija la formación de una 
proteína que representa más de 95% de la proteína 


celular. 


N 


exón 1—intrón—exón 2—intrón— exón 3 


4. Describir algunas de las formas en que los miRNA 
podrían regular la expresión génica. 
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Las células poseen mecanismos complejos para controlar la tasa 
a la que las proteínas se sintetizan. No resulta inesperado que 
las células posean mecanismos para controlar el periodo que las 
proteínas sobreviven una vez que son por completo funcionales. 
Aunque el tema de la estabilidad proteínica no cae técnicamente 
bajo el encabezado del control de la expresión génica, es una ex- 
tensión lógica de este tópico y por tanto se trata en esta parte del 
texto. Los estudios pioneros en el área de degradación selectiva de 
proteínas los efectuaron Avram Hershko y Aaron Ciechanover en 
Israel e Irwin Rose y Alexander Varshavsky en Estados Unidos. 

La degradación de proteínas celulares se realiza en máquinas 
cilíndricas que degradan proteínas llamadas proteosomas que se 
encuentran tanto en el núcleo como en el citosol de las células. 
Los proteosomas consisten en cuatro anillos de subunidades po- 
lipeptídicas apilados uno sobre otro con una cubierta unida a 
cada extremo de la pila (fig. 12-584,b). Los dos anillos centrales 
consisten en polipéptidos (subunidades B) que funcionan como 
enzimas proteolíticas. Los sitios activos de estas subunidades se 
dirigen a la cámara central cubierta, donde la digestión proteolí- 
tica ocurre en un ambiente protegido. 


(b) 
FIGURA 12-58 Estructura y función del proteosoma. (a) Micrografía 


electrónica de alta resolución de un proteosoma aislado de Drosophila. 
(2) Modelo de un proteosoma basado en microscopia electrónica de alta 
resolución y cristalografía de rayos X. Cada proteosoma consiste en dos 
grandes capuchones en el extremo de un núcleo en forma de túnel que 
está formado por cuatro anillos apilados. Cada anillo consta de siete 
subunidades que se dividen en dos clases: tipo a: y tipo B. Los dos ani- 
llos internos se componen de subunidades B, que rodean una cámara 
central. Las subunidades se dibujaron en colores diferentes porque son 
polipéptidos similares pero no idénticos. Tres de la siete subunidades B 
de cada anillo tienen actividad proteolítica, las otras cuatro son inactivas 
en células eucariotas. (Las células procariotas también poseen proteoso- 
mas, pero tienen una estructura más simple, y todas las subunidades B 
son activas.) Los dos anillos externos se componen de subunidades a sin 
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Los proteosomas digieren proteínas seleccionadas y marca- 
das para su destrucción como se describe más adelante. Algunas 
proteínas se seleccionan porque se reconocen como anormales, 
ya sea por un plegamiento anormal o por vinculación incorrecta 
con otras proteínas. Este grupo incluye las proteínas anormales 
que se produjeron en los ribosomas unidos a la membrana de 
retículo endoplásmico rugoso (pág. 282). La selección de pro- 
teínas “normales” para la destrucción mediante proteosoma se 
basa en la estabilidad biológica de la proteína. Se piensa que cada 
proteína tiene una longevidad característica. Algunas molécu- 
las proteínicas, como las enzimas de la glucólisis o las moléculas 
de globina de un eritrocito, están presentes por días a semanas. 
Otras proteínas que se requieren para actividades fugaces espe- 
cíficas, como las proteínas que regulan el inicio de la replicación 
del DNA o que activan la división celular, pueden sobrevivir sólo 
unos pocos minutos. La destrucción de tales proteínas regulato- 
rias clave por proteosomas tiene un cometido crucial en el avance 
de los procesos celulares (como se ilustra en la fig. 14-26). La 
importancia de los proteosomas en los procesos de vida y muerte 
de la célula puede demostrarse mediante el uso de fármacos que 
inhiben de manera específica la digestión proteosómica. 

Los factores que controlan el tiempo de vida de una pro- 
teína no se comprenden bien. Uno de los determinantes es la 
secuencia de aminoácidos específicos que reside en el extremo 
aminoterminal de una cadena polipeptídica. Los polipéptidos 


de 


eS 
(o) 

actividad enzimática que forman una abertura estrecha (de alrededor de 
13 Á) a través de la cual los polipéptidos sustrato no plegados se intro- 
ducen para llegar a la cámara central, donde se degradan. (c) Pasos de la 
degradación de las proteínas por medio del proteosoma. En el paso 1 
la proteína que se degrada se une de manera covalente a un grupo de 
moléculas de ubiquitina. La unión de las ubiquitinas requiere la par- 
ticipación de tres enzimas distintas (E1, E2 y E3) en un proceso que 
no se explica en el texto. En el paso 2 la proteína poliubiquitinada se 
une al capuchón del proteosoma. La cadena de ubiquitina se elimina y 
el polipéptido no plegado penetra en la cámara central del proteosoma 
(paso 3), donde se degrada por efecto de la actividad catalítica de las 
subunidades ß (pasos 4 y 5). (a: corTEsía DE H. HóLzL y WoLFGANG 
BAUMEISTER, J. CELL BroL. 150:126, 2000; MEDIANTE AUTORIZACIÓN 
DE DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 
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que terminan en arginina o lisina, por ejemplo, por lo general 
tienen una vida corta. Diferentes proteínas que actúan en perio- 
dos específicos del ciclo celular se marcan para su destrucción 
cuando ciertos residuos se fosforilan. Otras proteínas portan una 
secuencia interna específica de aminoácidos llamada degrón que 
asegura que no sobrevivan mucho tiempo dentro de la célula. 
La ubiquitina es una proteína pequeña altamente conserva- 
da con varias funciones en diversos procesos celulares. Por ejem- 
plo, en la página 305 se señaló que las proteínas de membrana 
que portan una sola molécula de ubiquitina adherida se incor- 
poran de manera selectiva en vesículas endocíticas. Por tanto, la 
unión de una sola molécula de ubiquitina funciona de manera 
primaria como una señal de direccionamiento. En cambio, las 
proteínas se marcan para su destrucción mediante la unión de 
diferentes moléculas de ubiquitina y forman una cadena de po- 
liubiquitina (paso 1, fig. 12-580). En la primera parte de este pro- 
ceso la ubiquitina se transfiere por una reacción enzimática a los 


residuos de lisina en la proteína marcada. Las enzimas que trans- 
fieren la ubiquitina a las proteínas blanco comprenden una gran 
familia de ligasas de ubiquitina en las que diferentes miembros 
reconocen proteínas que portan diversas señales de degradación. 
Estas enzimas desempeñan una función crucial en la determina- 
ción de la vida o la muerte de proteínas clave y son tema de la 
investigación actual. 

Ya que se encuentra poliubiquitinada, la proteína es reco- 
nocida por la estructura superior del proteosoma (paso 2, fig. 
12-580), que remueve la cadena de ubiquitina y despliega la pro- 
teína blanco mediante el empleo de la energía obtenida de la 
hidrólisis del AT'P. El polipéptido desplegado se transfiere luego 
a través de una abertura reducida en el anillo de las subunidades 
a y pasa a la cámara central del proteosoma (paso 3), donde en 
casi todas las células se digieren en péptidos pequeños (pasos 4 y 
5). Los productos peptídicos se liberan de nuevo al citosol, donde 
se degradan en sus componentes aminoacídicos. 


SINOPSIS 


El núcleo de una célula eucariota es una estructura compleja li- 
mitada por la envoltura nuclear, que controla el intercambio de 
materiales entre el núcleo y el citoplasma, y mantiene la compo- 
sición única de los dos compartimientos principales de la célula. 
La envoltura nuclear consta de diferentes componentes, inclusive 
una membrana nuclear interna y una externa separadas por un espa- 
cio perinuclear y un número variable de poros nucleares. Los poros 
nucleares son sitios en los que las membranas nucleares interna y 
externa se fusionan para formar una abertura circular que una es- 
tructura compleja conocida como complejo del poro nuclear (NPC) 
ocupa. La estructura del NPC se asemeja a una canasta con simetría 
octagonal compuesta de anillos, cubiertas y filamentos. Los poros 
nucleares son sitios por los que los materiales pasan entre el núcleo 
y el citoplasma. Las proteínas que en condiciones normales residen 
dentro del núcleo contienen un grupo de aminoácidos llamados se- 
ñales de localización nuclear (NLS) que les permiten unirse a un 
receptor (una importina) que los transporta a través del NPC. El 
transporte nuclear es un proceso de difusión facilitada por un gra- 
diente de la proteína Ran, con Ran-GTP en el núcleo y Ran-GDP 
en el citoplasma. La superficie interna de la envoltura nuclear se 
mantiene por una malla fibrilar llamada lámina nuclear, que consiste 
en proteínas (láminas) que son miembros de la familia de proteínas 
que forman los filamentos intermedios. El líquido del núcleo se de- 
nomina nucleoplasma (pág. 476). 


Los cromosomas del núcleo contienen un complejo de DNA defi- 
nido y proteínas histónicas que forman los filamentos nucleopro- 
teínicos característicos y representan el primer paso en el empa- 
quetamiento del material genético. Las histonas son proteínas bá- 
sicas pequeñas que se dividen en cinco clases distintas. Las histonas 
y el DNA se organizan en el complejo nuclear del cromosoma, que 
consiste en dos moléculas de cada una de las histonas H2A, H2B, 
H3 y H4 rodeadas por casi dos lazadas de DNA. Las partículas de 
los nucleosomas nucleares se conectan una con otra mediante frag- 
mentos de DNA lineal. Juntos, las partículas nucleares y el DNA de 
enlace generan un filamento de nucleosoma que semeja una cadena 
de cuentas de collar. Las modificaciones covalentes de los residuos 
específicos en las colas de N-terminales del núcleo de histonas (in- 
clusive metilación, acetilación y fosforilación), cumplen una función 
importante en la determinación del estado de compactación y la ac- 
tividad transcripcional de la cromatina (pág. 481). 


La cromatina no se presenta en las células como un filamento de 
nucleosoma muy extendido sino que se compacta en niveles su- 
periores de organización. Cada partícula nuclear del nucleosoma 
contiene una molécula de histona H1 unida al DNA. Tanto el nú- 
cleo como las histonas H1 median la interacción entre los nucleoso- 
mas vecinos que generan fibras de 30 nm, que representan un nivel 
superior de organización de la cromatina. Las fibras de 30 nm se 
organizan a su vez en dominios en forma de asas, que se visuali- 
zan cuando los cromosomas mitóticos se someten a procedimientos 
que remueven las histonas. Los cromosomas mitóticos representan 
el estado más compactado de la cromatina. Cierta fracción de la 
cromatina, llamada heterocromatina, permanece en un estado muy 
compactado a través de la interfase. La heterocromatina se clasifica 
como heterocromatina constitutiva, que se mantiene condensada en 
todas las células todo el tiempo, y heterocromatina facultativa, que 
se inactiva de manera específica durante ciertas fases de la vida de 
un organismo. Un cromosoma X en cada célula de los mamíferos 
hembra está sujeto a un proceso de inactivación durante el desarro- 
llo embrionario que lo convierte en un estado de inactividad trans- 
cripcional, la heterocromatina facultativa. Como la inactivación del 
cromosoma X ocurre de manera aleatoria, el cromosoma X derivado 
de la línea paterna es inactivo en la mitad de las células del embrión, 
mientras que el cromosoma X derivado de la madre es inactivo en 
la otra mitad. Como resultado las hembras adultas son mosaicos ge- 
néticos con respecto a los genes presentes en el cromosoma X. La 
desactivación del cromosoma X es un ejemplo de modificación epi- 
genética, porque es una modificación transmisible en la estructura y 
la función de la cromatina que no implica un cambio en la secuencia 


del DNA (pág. 483). 


Los cromosomas mitóticos poseen diversas características que 
pueden reconocerse con claridad. Los cromosomas mitóticos pue- 
den visualizarse mediante el lisamiento de células que se detuvie- 
ron en la mitosis y su posterior tinción para generar cromosomas 
identificables con patrones de bandas predecibles. Cada cromosoma 
mitótico contiene una indentación marcada, conocida como centró- 
mero, que alberga secuencias de DNA muy repetidas y sirve como 
sitio para la unión de los microtúbulos durante la mitosis. Los extre- 
mos de los cromosomas son los telómeros, que se mantienen de una 
generación de la célula a la siguiente por la acción de una enzima 
especial llamada telomerasa, que contiene un componente integral 


de RNA. Los telómeros desempeñan una función importante en el 
mantenimiento de la integridad cromosómica (pág. 489). 


El núcleo es un compartimiento celular ordenado. Las observa- 
ciones que apoyan esto incluyen las siguientes: cromosomas espe- 
cíficos se confinan a regiones particulares del núcleo; los telómeros 
pueden relacionarse con la envoltura nuclear, y los RNP que par- 
ticipan en el corte y empalme de pre-mRNA se restringen a sitios 
particulares. La evidencia indica que la red de filamentos proteínicos 
que conforma la matriz nuclear tiene una función destacada en el 
mantenimiento de la estructura ordenada del núcleo (pág. 497). 


En las bacterias, los genes se organizan en unidades reguladoras 
denominadas operones. Los operones son grupos de genes estruc- 
turales que suelen codificar diferentes enzimas en la misma vía me- 
tabólica. Como todos los genes estructurales se transcriben en un 
solo mRNA, su expresión puede regularse de manera coordinada. El 
nivel de expresión génica se controla por un compuesto metabólico 
clave, como el inductor lactosa, que se une a una proteína represora 
y cambia su forma. Este fenómeno altera la capacidad del represor 
para unirse con el sitio operador en el DNA y por tanto bloquea la 
transcripción (pág. 499). 


La tasa de síntesis de un polipéptido particular en células euca- 
riotas está determinada por una serie compleja de fenómenos 
de regulación que operan en especial en tres niveles distintos. 1) 
Los mecanismos de control transcripcional determinan si un gen se 
transcribe o no y, si es así, con qué frecuencia; 2) los mecanismos de 
control al nivel del procesamiento determinan la vía por la que la 
transcripción primaria de RNA se procesa, y 3) los mecanismos de 
control traduccional determinan la localización de un mRNA, si un 
mRNA particular se traduce y, si esto ocurre, con qué frecuencia y 


durante qué periodo (pág. 503). 


Todas las células diferenciadas de los organismos eucariotas re- 
tienen toda la información genética. Diferentes genes se expresan 
en células en diferentes estados de desarrollo, células de tejidos 
distintos y células expuestas a diversos estímulos. La transcripción 
de un gen la controlan factores de transcripción, proteínas que se 
unen a secuencias específicas localizadas en sitios fuera de la región 
codificante del gen. La secuencia de regulación más cercana en di- 
rección 5' es la caja TATA, que es el componente principal del pro- 
motor nuclear del gen y es el sitio de ensamble del complejo de pre- 
iniciación. Se cree que la actividad de las proteínas en la caja TATA 
depende de las interacciones con otras proteínas unidas a otros sitios, 
que incluyen diferentes elementos de respuesta y aumentadores. Los 
aumentadores se distinguen por el hecho de que pueden moverse de 
un lugar a otro dentro del DNA o aun en orientación inversa. Algu- 
nos aumentadores pueden localizarse a decenas de miles de pares de 
bases del gen cuya transcripción es estimulada. Se piensa que las asas 
en el DNA ponen en contacto proteínas unidas a un intensificador 


y un promotor (pág. 505). 


La determinación de la estructura tridimensional de algunos 
complejos entre factores de transcripción y DNA indica que estas 
proteínas se unen al DNA por medio de un número limitado de 
estructuras. Los factores de transcripción suelen contener por lo 
menos dos dominios, uno cuya función es reconocer y unirse a una 
secuencia específica de pares de bases en el DNA y otro que activa 
la transcripción al interactuar con otras proteínas. La mayor parte 
de los factores de transcripción se unen al DNA como dímero, ya 
sea heterodímeros u homodímeros, que reconocen secuencias en el 
DNA que poseen simetría doble. Casi todas las estructuras relacio- 
nadas que se unen al DNA contienen un segmento, a menudo una 
hélice a, que se inserta en el surco mayor del DNA, donde reconoce 
la secuencia de pares de bases que reviste el surco. Las estructuras 
más frecuentes que se observan en las proteínas que se unen al DNA 
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incluyen los dedos de cinc, la hélice-asa-hélice y la cremallera de leu- 
cina. Cada una de estas estructuras proporciona un armazón estable 
en el que las superficies de reconocimiento específicas del DNA de 
las proteínas pueden interactuar con la doble hélice de DNA. Aun- 
que es probable que la mayor parte de los factores de transcripción 
sea estimuladora, algunos actúan para inhibir la transcripción (pág. 


508). 


La activación y la represión de la transcripción están mediadas por 
un gran número de complejos que funcionan como coactivadores 
y correpresores. Los coactivadores comprenden complejos que sir- 
ven como puentes entre los activadores transcripcionales unidos a 
los sitios reguladores en dirección 5' y la maquinaria de transcrip- 
ción basal unida al promotor nuclear. Otros tipos de coactivadores 
modifican el núcleo de las histonas o remodelan la cromatina. La 
acetilación de las histonas mediante las enzimas acetiltransferasa de 
histonas (HAT) se relaciona con la activación transcripcional. Los 
complejos de remodelación de la cromatina (p. ej., SWI/SNE) pue- 
den ocasionar que los nucleosomas se deslicen a lo largo del DNA o 
modificar el nucleosoma para incrementar su capacidad de unión de 
proteínas de regulación (pág. 514). 


Los genes eucariotas se desactivan cuando las bases de citosina 
de algunos nucleótidos que residen en algunas regiones ricas en 
GC son metiladas. La metilación es una modificación epigenética y 
dinámica; existen enzimas que eliminan y adicionan grupos metilo. 
La adición de grupos metilo al DNA en regiones clave de regulación 
en dirección 5' de los genes se correlaciona con disminución en la 
transcripción del gen, en tanto que la deleción de los grupos metilo 
se correlaciona con un incremento en la transcripción. El proceso 
de metilación es en particular evidente en la cromatina inactiva con 
respecto a la transcripción; lo anterior se logra por medio de la he- 
terocromatinización, como en la inactivación del cromosoma X en 
las células de hembra de mamífero. Otro fenómeno vinculado con la 
metilación del DNA es el sellado genómico, que afecta un pequeño 
número de genes que son transcripcionalmente activos o inactivos 
en el embrión de acuerdo con su origen parental (pág. 520). 


La expresión génica se regula al nivel del procesamiento mediante 
corte y empalme alternativo en el que un solo gen puede codifi- 
car para dos o más proteínas relacionadas. Muchas transcripcio- 
nes primarias pueden procesarse por más de una vía, lo que genera 
mRNA que contiene diferentes combinaciones de exones. En el caso 
más simple un intrón específico puede eliminarse de la transcripción 
o retenerse como parte del mRNA final. Al parecer la vía específica 
que se toma durante el procesamiento del pre-mRNA depende de la 
presencia de proteínas que controlan los sitios de procesamiento que 


se identifican para la división (pág. 522). 


La expresión génica se regula al nivel traduccional mediante di- 
ferentes procesos que incluyen la localización del mRNA, el con- 
trol de la traducción de los mRNA existentes y la longevidad del 
mRNA. La mayor parte de estas actividades de regulación está me- 
diada por interacciones con las regiones no traducidas (UTR) 3' y 5' 
del mRNA. Por ejemplo, al parecer la localización citoplásmica del 
mRNA en regiones específicas de los huevecillos de la mosca de la 
fruta es mediada por proteínas que reconocen las secuencias de lo- 
calización en la UTR 3'. La presencia de un mRNA en el citoplasma 
no garantiza su traducción. La maquinaria de síntesis de proteínas 
de una célula puede controlarse de manera global de tal forma que la 
traducción de todos los mRNA se afecta, o la traducción de mRNA 
específicos puede ser controlada, como ocurre en la regulación de la 
síntesis de ferritina por los niveles de hierro que actúan en las pro- 
teínas que se unen en la UTR 5' del mRNA de ferritina. Uno de los 
principales factores que controlan la longevidad (estabilidad) de 


los mRNA es la longitud de las colas de poli(A). Las nucleasas espe- 
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cíficas en la célula acortan de modo gradual la cola de poli(A) hasta 
el punto en que las proteínas protectoras no pueden unirse a la cola. 
Una vez que la proteína protectora se pierde, los mRNA se degradan 
en las direcciones 5' > 3' y 3' > 5". Es probable que la regulación al 


nivel de la traducción esté mediada por microRNA que inhiben la 
iniciación o el avance de la traducción, o que fomenten la degrada- 
ción del mRNA. Un ejemplo de la importancia de los miRNA pue- 
de verse en el desarrollo del corazón de los mamíferos (pág. 524). 


PREGUNTAS ANALÍTICAS 


ià 


10. 


11. 


12. 


La metilación de K9 de la histona H3 (mediante una enzima 
SUV39H1) se relaciona con la heterocromatinización y la des- 
activación génica. Se informa que es posible que la metilación 
de H3 por otras enzimas conduzca a la activación transcripcio- 
nal. ¿Cómo puede generar efectos opuestos la metilación? 


¿De qué manera muchas copias de cada tipo de núcleo histónico 
pueden embobinar el genoma humano entero en los nucleoso- 
mas? ¿Cómo resolvió la evolución el problema de producir gran 
número de proteínas en un periodo hasta cierto punto corto? 


Supóngase que se descubre una mutante sensible a la tempera- 
tura cuyo núcleo no puede acumular ciertas proteínas nucleares 
específicas a una temperatura elevada (restrictiva) pero conti- 
núa acumulando otras proteínas nucleares. ¿Qué conclusiones 
pueden obtenerse respecto a la localización nuclear y la natura- 
leza de esta mutación? 


Los seres humanos que nacen con tres cromosomas X pero ca- 
recen de cromosomas Y a menudo se desarrollan como mujeres 
de apariencia normal. ¿Cuántos corpúsculos de Barr se espera 
encontrar en las células de estas mujeres? ¿Por qué? 


Supóngase que la inactivación del cromosoma X no fuera un 
proceso aleatorio sino que siempre se inactivara el cromosoma 
X que proviene del padre. ¿Qué efecto se esperaría en el feno- 
tipo de las mujeres? 


Los cromosomas que se muestran en la figura 12-184 se marca- 
ron por incubación de la preparación con fragmentos de DNA 
específicos para cada cromosoma. Supóngase que uno de los 
cromosomas en el campo contiene regiones de dos colores di- 
ferentes. ¿Qué puede concluirse respecto a este cromosoma? 


¿Qué ventaja se obtiene al sintetizar y procesar las transcripcio- 
nes en ciertas regiones del núcleo en lugar de que este proceso 
se realice de manera aleatoria a lo largo del nucleoplasma? 


Comparar y analizar los efectos de una deleción en el operador 
del operón lactosa con una deleción en el operón triptófano. 


Se encontró una mutante de E. coli que generó cadenas con- 
tinuas de polipéptidos que contienen tanto galactosidasa beta 
como permeasa de galactósido (codificada por el gen y), ¿cómo 
se explica lo anterior? 


Se sospecha que una hormona nueva que se somete a prueba 
funciona para estimular la síntesis de miosina al actuar al nivel 
de la transcripción. ¿Qué tipo de evidencia experimental se ne- 
cesita para apoyar esta afirmación? 


Asúmase que se efectúa una serie de experimentos en los que 
se trasplantan núcleos de diferentes células de tejidos adultos a 
un huevo de ratón enucleado y activado, y se encuentra que el 
huevo no se desarrolla más allá de la etapa de blastocisto. ¿Podría 
concluirse que el núcleo trasplantado perdió los genes necesarios 
para el desarrollo posterior de la blástula? ¿Por qué sí o por qué 
no? ¿Por qué razón este tipo de experimentos proporciona más 
información para la interpretación de resultados negativos? 


Como se señaló en la página 513, la huella de DNA permite 
el aislamiento de secuencias de DNA unidas por factores de 
transcripción específicos. Describir un protocolo experimental 


13. 


14. 


15. 


16. 


17. 


18. 


19. 


20. 


para identificar los factores de transcripción que se unen a la se- 
cuencia aislada de DNA. (Deben considerarse las técnicas que 
se estudian en la sección 18.7.) 


¿Cómo se explica que los aumentadores puedan moverse a di- 
ferentes posiciones en el DNA sin que su actividad se afecte en 
tanto que la caja TATA sólo puede operar en un sitio específico? 


Supóngase que se trabaja con una cepa celular que presenta un ni- 
vel muy bajo de síntesis de proteínas y se sospecha que las células 
están sujetas a control inhibitorio global de la traducción. ¿Qué 
experimentos deben realizarse para determinar si este es el caso? 


Las señales de secuencias que dirigen la translocación de pro- 
teínas en el retículo endoplásmico son eliminadas por una señal 
de peptidasa, en tanto que los NLS y los NES que se requie- 
ren para el movimiento de una proteína hacia adentro o hacia 
afuera del núcleo permanecen como parte de esta proteína. 
Considérese una proteína como hnRNPAl1, que participa en 
la exportación del mRNA al citoplasma. ¿Por qué es importan- 
te que las señales de secuencias de transporte de esta proteína 
permanezcan como parte de la misma en tanto que la señal de 
secuencia del ER puede eliminarse? 


Cuando un DNA metilado se introduce en células de mamífe- 
ro en cultivo por lo general se transcribe por un periodo antes 
que se reprima. ¿Por qué debe esperarse este tipo de retraso 
antes que la inhibición de la transcripción ocurra? 


Supóngase que se aisló un nuevo factor transcripcional y se 
quiere conocer qué genes podrían regular esta proteína. ¿Hay 
alguna forma de que pueda utilizar una micromatriz de cDNA 
como el que se muestra en la figura 12-34 para contestar esta 
pregunta? (Vota: la micromatriz de la figura 12-34 contiene 
DNA de regiones que codifican proteínas, a diferencia del de la 
figura 12-41). 


Aunque se han clonado diferentes especies de mamífero, la efi- 
ciencia de este proceso es muy baja. A menudo decenas o cien- 
tos de oocitos deben implantarse con núcleos donadores para 
obtener productos vivos sanos. Muchos investigadores creen 
que los problemas con la clonación residen en las modifica- 
ciones epigenéticas, como la metilación del DNA, que ocurren 
en diferentes células durante la vida de un organismo. ¿De qué 
manera tales modificaciones pueden afectar los sucesos de un 
experimento como el de la figura 12-31? 


En un estudio reciente publicado en una revista médica britá- 
nica se encontró una correlación en la longitud de telómeros de 
padres e hijas y de madres e hijos e hijas, pero no de padres e 
hijos. ¿Cómo puede explicar este descubrimiento? 


Algunos informes científicos se describen mejor como corre- 
laciones, ya que informan sobre dos fenómenos o condiciones 
que tienden a acompañarse. Las correlaciones a menudo se in- 
terpretan como evidencia de una relación causal entre los dos 
fenómenos o condiciones. Otros reportes científicos implican 
la intervención experimental y casi siempre refuerzan la pro- 
babilidad de una relación causal. Elija una conclusión científica 
presentada en este capítulo que se base en ambos tipos de evi- 
dencia. ¿Qué tipo de informe considera más convincente? 


13 


Replicación y reparación 
del DNA 


13.1 Replicación del DNA a reproducción es una propiedad fundamental de todos los sistemas vivos. 
Es un proceso que puede observarse en diferentes niveles: los organismos 


13.2 Reparación del DNA 
p se duplican por medio de la reproducción sexual o asexual, las células por 


13.3 Entre la replicación y la reparación división celular y el material genético por replicación del DNA (ácido desoxirribonu- 

Perspectiva humana: cleico). La maquinaria que replica el DNA también tiene otra capacidad: la reparación 
Consecuencias de las deficiencias del material genético dañado. Estos dos procesos (replicación y reparación del DNA), 
del sistema de reparación del DNA son los temas de este capítulo. 


Se presume que la capacidad de autorreplicación fue una de las primeras pro- 
piedades importantes que aparecieron durante la evolución de las formas de vida pri- 
mitiva más tempranas. Sin la capacidad de propagarse, cualquier molécula biológica 
primitiva estaba destinada a desaparecer. Los portadores tempranos de la información 
genética fueron tal vez las moléculas de RNA (ácido ribonucleico), capaces de autorre- 
plicarse. A medida que la evolución progresó y las moléculas de RNA se reemplazaron 
por moléculas de DNA como material genético, el proceso de la replicación adquirió 
complejidad y requirió un gran número de componentes auxiliares. En consecuencia, 
a pesar de que una molécula de DNA contiene la información para su propia duplica- 
ción, carece de la capacidad para realizar esta actividad por sí misma. Como Richard 
Lewontin expresó, “la imagen común del DNA como molécula autorreplicable se 
describe de mejor forma como una carta que se autoduplica. La carta necesita una 
fotocopiadora; el DNA necesita una célula”. A continuación se describe la forma en 
que las células llevan a cabo esta actividad. E 


Modelo tridimensional de una DNA helicasa codificada por el bacteriófago T7. La proteína consta 
de un anillo de seis subunidades. Cada subunidad contiene dos dominios. En este modelo, el agujero 
central rodea sólo una de las dos cadenas de DNA. Impulsada por la hidrólisis de ATB la proteína 
se mueve en sentido 5" > 3' a lo largo de la cadena a la cual está unida, con lo que desplaza la 
cadena complementaria y desenrolla el dúplex. La actividad de DNA helicasa es necesaria para la 
duplicación del DNA. (Cortesía DE EowarD H. EGELMAN, UNIVERSITY OF VIRGINIA.) 
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13.1 REPLICACIÓN DEL DNA 


La estructura que propusieron Watson y Crick en 1953 para el 
DNA incluía un mecanismo que sugería su “autoduplicación”. 
Las dos cadenas de la doble hélice se mantienen juntas por me- 
dio de puentes de hidrógeno entre las bases. De manera indivi- 
dual, tales puentes son débiles y pueden romperse con facilidad. 
Watson y Crick supusieron que la replicación ocurría por se- 
paración gradual de las cadenas de la doble hélice (fig. 13-1), 
algo muy semejante a la separación de las dos mitades de una 
cremallera. Como las dos cadenas son complementarias, cada 
cadena contiene la información requerida para la construcción 
de la otra cadena. Una vez que las cadenas se separan, cada una 
puede actuar como plantilla para dirigir la síntesis de la cadena 
complementaria y restaurar el estado de doble cadena. 


Replicación semiconservadora 


La propuesta de Watson y Crick había establecido ciertas pre- 
dicciones acerca de la conducción del DNA durante la replica- 
ción. De acuerdo con esta propuesta, cada uno de los dúplex hi- 
jos debía consistir en una cadena completa heredada del dúplex 
parental y una cadena completa sintetizada de nueva cuenta. La 
replicación de este tipo (fig. 13-2, esquema 1) se dice que es se- 
miconservadora puesto que cada dúplex descendiente contiene 
una cadena de la estructura parental. En ausencia de información 
del mecanismo encargado de la replicación, se consideraron otras 
dos propuestas relacionadas con este proceso. En la replicación 
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FIGURA 13-1 Propuesta original de Watson y Crick para la duplica- 
ción de una molécula de doble hélice de DNA. Durante la duplicación, 
la doble hélice se desenrolla, y cada una de las cadenas paternas sirve 
como plantilla para la síntesis de una nueva cadena complementaria. 
Como se expone en este capítulo, se han cumplido estos dogmas básicos. 
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FIGURA 13-2 Tres esquemas alternativos de la replicación. La replica- 
ción semiconservadora se muestra en el esquema 1, la replicación con- 
servadora en el 2 y una replicación dispersiva en el 3. En el texto se 
describen los tres modos alternos de replicación. 


conservadora (fig. 13-2, esquema 2), las dos cadenas originales 
debían permanecer juntas (después de servir como plantillas), 
así como también las dos cadenas sintetizadas de nuevo. Como 
resultado, una de las cadenas dúplex hijas debía contener sólo el 
DNA parental, mientras que las otras dúplex hijas, sólo el DNA 
resintetizado. En la replicación dispersiva (fig. 13-2, esquema 3), 
las cadenas parentales deben cortarse en fragmentos y las nuevas 
cadenas sintetizarse en segmentos cortos. Por consiguiente, los 
fragmentos previos y los nuevos deben unirse para formar cade- 
nas completas. Como resultado, los dúplex hijos contendrían ca- 
denas constituidas por DNA nuevo y antiguo. A primera vista, la 
replicación dispersiva luce como una solución improbable, pero 
a Max Delbrück le pareció la única forma de evadirla al parecer 
imposible tarea de desenrollar las dos cadenas de DNA dúplex 
para su replicación (como se analiza en la página 538). 
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FIGURA 13-3 Demostración experimental de que la replicación del 
DNA en bacterias es semiconservadora. El DNA se extrajo de la bac- 
teria en diferentes fases del experimento, se mezcló con una solución 
concentrada de cloruro de cesio (CsCI) y se centrifugó hasta el equili- 
brio a alta velocidad en una ultracentrífuga. Los iones de cesio tienen 
suficiente masa atómica para afectarse por la fuerza de centrifugación y 
forman un gradiente de densidad durante el periodo de centrifugación 
con la concentración más baja (más baja densidad) de cesio en la parte 
superior del tubo y la concentración más alta (más alta densidad) en 
la parte inferior del tubo. Durante la centrifugación, los fragmentos de 
DNA en el tubo se localizan en una posición que tiene una densidad 
igual a la suya propia, que a su vez depende de la relación de "N/N pre- 
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Para decidir entre estas tres posibilidades fue necesario dis- 
tinguir las cadenas de DNA sintetizadas de nueva cuenta a partir 
de las cadenas de DNA original que sirvieron como plantillas. 
Esto lo llevaron a cabo en 1957 Matthew Meselson y Franklin 
Stahl del California Institute of Technology en estudios que utiliza- 
ron bacterias e isótopos de nitrógeno pesado (N) y ligero (**N) 
para distinguir entre las cadenas de DNA parentales y las resinte- 
tizadas (fig. 13-3). Estos investigadores cultivaron bacterias en un 
medio que contenía cloruro de amonio-%N como única fuente de 
nitrógeno y, por consiguiente, las bases nitrogenadas del DNA 
de estas células sólo contenían el isótopo pesado de nitrógeno. 
Los cultivos de bacterias “pesadas” se lavaron para liberarlas del 
medio antiguo y se incubaron en medio fresco con compuestos 
ligeros que contenían "N y que luego se removieron a intervalos 
crecientes durante un periodo de varias generaciones. Se extrajo el 
DNA de las muestras de bacterias y se sometió a centrifugación 
de equilibrio de gradiente de densidad (fig. 18-35). En este pro- 
cedimiento, el DNA se mezcla con una solución concentrada de 
cloruro de cesio y se centrifuga hasta que las moléculas de doble 
cadena de DNA entran en equilibrio de acuerdo con su densidad. 
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sente en sus nucleótidos. Cuanto más grande sea el contenido del “N, 
mayores son los fragmentos de DNA en equilibrio en el tubo. (a) Re- 
sultados esperados en este tipo de experimento para cada uno de los tres 
posibles esquemas de replicación. El tubo único de la izquierda indica la 
posición del DNA parental y las posiciones en las cuales los fragmentos 
de DNA ligeros o híbridos deberían generar las bandas. (4) Resultados 
experimentales obtenidos por Meselson y Stahl. La apariencia de una 
banda de híbrido y la desaparición de la banda pesada después de una ge- 
neración eliminan la replicación conservadora. La aparición posterior de 
las dos bandas, una ligera y una híbrida, elimina el esquema dispersador. 
(B: TOMADA DE M. MesELsoN Y F. Stranu, Proc. NaT'L. Acab. Sci. 


USA 44:671, 1958.) 
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En el experimento de Meselson-Stahl, la densidad de una 
molécula de DNA es directamente proporcional al porcentaje de 
átomos que contiene de YN o “N. Si la replicación es semiconser- 
vadora, cabría esperar que la densidad de las moléculas del DNA 
disminuyera durante el cultivo en el medio que contiene nitróge- 
no 14 (N), como se muestra en los tubos de centrifugación de 
la parte superior de la figura 13-34. Después de una generación, 
todas las moléculas de DNA deben ser híbridas, 'N-“N, y su 
densidad de flotación debe ser la mitad entre las esperadas para 
las cadenas pesadas y las ligeras de DNA (fig. 13-34). Conforme 
la replicación continúa más allá de la primera generación, las ca- 
denas sintetizadas de nueva cuenta deben contener aun sólo los 
isótopos ligeros y aparecer dos tipos de dúplex en los gradientes: 
los que contienen híbridos N-*N y los que poseen sólo “N. A 
medida que prosigue el crecimiento en el medio de cultivo ligero, 
un porcentaje cada vez mayor de las moléculas de DNA presentes 
debe corresponder a las ligeras. Sin embargo, si la replicación es 
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FIGURA 13-4 Demostración experimental de que la replicación del DNA 


en células eucariotas es semiconservadora. (a) Diagrama esquemático de 
los resultados de un experimento en el cual las células se transfirieron 
de un medio que contenía timidina, a uno con bromodesoxiuridina (BrdU) 
y se permitió completar los dos ciclos sucesivos de replicación. Las cadenas 
de DNA que contienen BrdU se muestran en rojo. (b) Resultados de un 
experimento similar al de a. En este experimento, las células de mamífero 
cultivadas crecieron en BrdU por dos ciclos de replicación antes que los 
cromosomas mitóticos se prepararan y tiñeran con colorantes fluorescen- 


todavía semiconservadora, las cadenas pesadas progenitoras ori- 
ginales deben permanecer intactas y presentes en las moléculas 
de DNA híbridas que representan cada vez un porcentaje más y 
más pequeño del DNA total (fig. 13-34). Los resultados de los 
experimentos del gradiente de densidad obtenidos por Meselson 
y Stahl se muestran en la figura 13-30 y demuestran de modo in- 
equívoco que la replicación tiene lugar de manera semiconserva- 
dora. Los resultados que debieron obtenerse si la replicación ocu- 
rriera por los mecanismos conservadores o dispersivos se indican 
en los dos grupos de tubos de centrifugación de la figura 13-3a.* 

Hacia 1960 ya se había demostrado que la duplicación ocu- 
rre de manera semiconservadora también en eucariotas. Los ex- 
perimentos originales fueron realizados por J. Herbert Taylor de 
la Columbia University. Pronto se demostró que la replicación 
semiconservadora también sucede en células eucariotas. El di- 
bujo y la fotografía de la figura 13-4 muestran los resultados de 
un experimento más reciente en el cual se permitió que las cé- 
lulas de mamífero cultivadas realizaran replicación en presencia 
de bromodesoxiuridina (BrdU), un compuesto que se incorpora 
en el DNA en lugar de la timidina. Después de la replicación, un 


1El lector interesado en explorar las circunstancias que llevaron a este anunciado 
esfuerzo de investigación y a examinar los giros y desvíos experimentales que se 
presentaron puede consultar el libro de Frederick Lawrence Holmes Meselson, 
Stahl, and the Replication of DNA, 2001. 


( y.a 


tes y tinción de Giemsa. Mediante este procedimiento, los cromátides que 
contienen timidina dentro de una o ambas cadenas se tiñen de oscuro y los 
que poseen sólo BrdU presentan una coloración ligera. La fotografía indica 
que, tras dos ciclos de replicación en BrdU, un cromátide de cada cromoso- 
ma duplicado contiene sólo BrdU, mientras que el otro muestra una cadena 
de DNA marcado con timidina. (Algunos de los cromosomas experimen- 
tan intercambio de porciones homólogas entre los cromátides hermanos. 
Este proceso de intercambio de cromátides hermanos es común durante la 
mitosis, pero no se revisa en el texto.) (A: CORTESÍA DE SHELDON WOLFF.) 


cromosoma se conforma de dos cromátides. Luego de un ciclo de 
replicación en BrdU, los dos cromátides de cada cromosoma con- 
tienen BrdU (fig. 13-4a). Tras dos ciclos de replicación en BrdU, 
uno de los cromátides de cada cromosoma presentó dos cadenas 
con BrdU, si bien el otro cromátide era un híbrido que consistía 
en una cadena que contenía BrdU y una cadena con timidina (fig. 
13-4a,b). Esta última cadena había sido parte de la molécula de 
DNA parental original antes de la adición de BrdU al cultivo. 


Replicación en células bacterianas 


En esta sección del capítulo se describen las células bacterianas, 
toda vez que la replicación procariota es más fácil de entender 
que el proceso correspondiente de los eucariotas. Los primeros 
avances de la investigación en bacterias fueron impulsados por 
técnicas genéticas y bioquímicas como las siguientes: 


m Disponibilidad de mutantes que no pueden sintetizar una 
u otra proteína requerida para el proceso de replicación. El 
aislamiento de mutantes incapaces de replicar su cromosoma 
puede parecer paradójico: ¿cómo pueden las células con un 
defecto en este proceso vital cultivarse? La paradoja se ha re- 
suelto al obtener mutantes sensibles a la temperatura (TS), 
en los que la deficiencia sólo es evidente a una temperatura 
elevada, denominada temperatura no permisiva (o restrictiva). 
Cuando estas bacterias crecen a baja temperatura (permisi- 
va), la proteína mutante puede funcionar de manera adecua- 
da para realizar su actividad requerida y las células pueden 
continuar su crecimiento y división. Se han aislado mutantes 
sensibles a la temperatura que afectan virtualmente todos los 
tipos de actividad fisiológica (véase pág. 269) y estas mutantes 
han sido de particular importancia en el estudio de la síntesis 
de DNA, tal y como opera durante la replicación, la repara- 
ción del DNA y la recombinación genética. 

m Desarrollo de sistemas in vitro en los cuales la replicación se 
puede estudiar mediante componentes celulares purificados. 
En algunos estudios, las moléculas de DNA al replicarse se 
incuban con extractos celulares de los cuales se eliminan las 
proteínas específicas con sospecha de ser esenciales para la 
función. En otros estudios, el DNA se incuba con una gran va- 
riedad de proteínas purificadas cuya actividad está bajo prueba. 


En conjunto, estas técnicas han revelado la actividad de al 
menos 30 proteínas diferentes requeridas para la replicación del 
cromosoma en Æ. coli. En las siguientes páginas se revisan las 
actividades de varias de estas proteínas cuyas funciones se han 
definido con claridad. La replicación en procariotas y eucariotas 
tiene lugar por mecanismos muy similares y de esta forma la ma- 
yor parte de la información que se presenta en la revisión de la 
replicación bacteriana se aplica también a las células eucariotas. 


Horquillas de replicación y replicación bidireccional La 
replicación comienza en un sitio específico en el cromosoma 
bacteriano conocido como el origen. El origen de replicación en 
el cromosoma de E. coli es una secuencia específica llamada oriC 
en la que diferentes proteínas se unen para iniciar el proceso de 
replicación.? Tras comenzar, la replicación se aleja del origen en 


?El tema del inicio de la replicación se analiza con detalle en la página 547 del 
modo como ocurre en eucariotas. 
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FIGURA 13-5 Modelo de un cromosoma circular que sufre replicación 
semiconservadora bidireccional. Dos horquillas de replicación se mue- 
ven en direcciones opuestas desde un solo origen. Cuando las horquillas 
de replicación se hallan en el punto opuesto del círculo, se termina la 
replicación y los dos dúplex replicados se despegan el uno del otro. Las 
nuevas cadenas de DNA se muestran en rojo. 


ambas direcciones, es decir, en forma bidireccional (fig. 13-5). Los 
puntos en la figura 13-5 donde el par de segmentos replicados se 
unen con los segmentos no replicados se denominan horquillas 
de replicación (replication forks). Cada horquilla de replicación 
corresponde al sitio donde: 1) la doble hélice parental se separa y 
2) los nucleótidos se incorporan en las cadenas complementarias 
resintetizadas. Las dos horquillas de replicación se mueven en 
direcciones opuestas hasta que llegan a un punto a través del 
círculo desde el origen, donde la replicación concluye. Las dos 
cadenas dúplex, replicadas, nuevamente, se separan una de la otra 
y al final se dividen en dos células diferentes. 


Desenrollamiento del dúplex y separación de las cade- 
nas La separación de las cadenas de un DNA dúplex circular 
tiene diferentes problemas topológicos. Para visualizar las difi- 
cultades hay que observar primero la analogía entre un DNA 
dúplex y un fragmento de cuerda de doble hélice. Considérese 
lo que sucedería si se colocara un fragmento de cuerda en una 
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pared, sujetada por un gancho en un extremo, y se separaran las 
dos hebras que conforman la cuerda, algo semejante a lo que 
sucede al separar las dos cadenas de DNA durante la replicación. 
Es obvio que la separación de las cadenas de la doble hélice sufre 
un proceso de desenrollamiento de la estructura. En el caso de la 
cuerda, que puede rotar con libertad alrededor de su eje, la sepa- 
ración de las cadenas a partir de un extremo se acompaña de un 
movimiento de rotación de toda la fibra como medio de oponer- 
se al desarrollo de la tensión dentro de la estructura. ¿Qué pasaría 
si se separan las cadenas cuando el extremo de la tira está fijado 
a un gancho en la pared (fig. 13-64). Bajo estas circunstancias, la 
separación de las dos cadenas a partir del extremo libre genera 
una fuerza de torsión creciente en la cuerda y provoca que la por- 
ción no separada se enrolle cada vez de modo más apretado. La 
separación de las dos cadenas de una molécula de DNA circular 
(o una molécula lineal que no pueda girar con libertad, como 
ocurre con un gran cromosoma eucariota) es análoga a tener un 
extremo de la molécula lineal fijado a la pared; en todos estos 
casos, la tensión que se desarrolla dentro de la molécula no pue- 
de liberarse por rotación de toda la molécula. A diferencia de la 
cuerda, que puede quedar apretadamente sobreenrollada (como 
en la figura 13-64), una molécula de DNA sobreenrolla- 
da adquiere un superenrollamiento positivo (pág. 391). Por lo 
tanto, el movimiento de la horquilla de replicación genera un 
superenrollamiento positivo en la porción no replicada del DNA 
por delante de la horquilla (fig. 13-64). Cuando se considera que 
un cromosoma circular completo de E. coli contiene alrededor de 
400000 vueltas y lo duplican dos horquillas de replicación en 40 
min, la magnitud del problema es evidente. 
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FIGURA 13-6 El problema del desenrollamiento. (4) Efecto de desen- 


rollar dos haces de una cuerda en la que uno de sus extremos está unido 
a un gancho. La porción no separada es la que se enrolla de manera más 
estrecha. (9) Cuando una molécula de DNA circular o unida se replica, 
el DNA se sobreenrolla antes de la replicación y acumula enrollamientos 
positivos. Las células poseen topoisomerasas, como la DNA girasa de 
E. coli que remueve los superenrollamientos positivos. (B: REIMPRESA 
CON AUTORIZACIÓN DE J. C. Wang, Nature Reviews MoL. CeLL BroL 
3:434, 2002; © 2002 MacmiLLaN MAGAzINEs LIMITED.) 


En la página 391 se mencionó que las células contienen 
enzimas, llamadas topoisomerasas, capaces de cambiar el estado 
de superenrollamiento de la molécula de DNA. Una enzima de 
este tipo, denominada DNA girasa, una topoisomerasa tipo II, 
libera la tensión mecánica que se crea durante la replicación en 
E. coli. Las moléculas de la DNA girasa se desplazan a lo largo 
del DNA por delante de la horquilla de replicación y eliminan 
los superenrollamientos positivos. La DNA girasa realiza esta 
tarea al cortar las dos cadenas del DNA dúplex; un segmento del 
DNA pasa a través de la rotura de la doble cadena hacia el otro 
lado y entonces se ligan los cortes de nueva cuenta, un proceso 
que se lleva a cabo por liberación de energía durante la hidrólisis 
de ATP (trifosfato de adenosina, y se muestra con detalle en la 
figura 10-14%). Las células eucariotas poseen enzimas similares 
que realizan esta función. 


Propiedades de las DNA polimerasas Se analizan pri- 
mero el mecanismo de la replicación del DNA y algunas de las 
propiedades de las DNA polimerasas, las enzimas que sinteti- 
zan nuevas cadenas de DNA. Arthur Kornberg de la Washington 
University comenzó en la década de 1950 los estudios de estas 
enzimas. En sus experimentos iniciales, Kornberg et al. purifica- 
ron una enzima de extractos bacterianos a la que incorporaron 
precursores de DNA marcados con radiactividad en un polímero 
ácido insoluble de DNA. La enzima se denominó DNA polime- 
rasa (y más tarde, después del descubrimiento de las enzimas que 
polimerizan DNA, DNA polimerasa 1). Para que tuviera lugar la 
reacción, la enzima requería la presencia de DNA y los cuatro 
trifosfatos de desoxirribonucleósido (dTTP, dATP, dCTP y 
dGTP). El DNA recién sintetizado y marcado con radiactividad 
tenía la misma composición de bases que el DNA original no 
marcado, lo cual sugería que las cadenas de DNA original habían 
servido como plantillas para la reacción de polimerización. 

A medida que se descubrieron propiedades adicionales de las 
DNA polimerasas se volvió evidente que la replicación era más 
compleja de lo que se pensaba. Cuando se probaron distintos ti- 
pos de plantillas de DNA, se encontró que esta plantilla de DNA 
tenía que poseer ciertas características estructurales para pro- 
mover la incorporación de precursores marcados (fig. 13-7). Por 
ejemplo, en una doble cadena intacta de DNA no se estimulaba 
la incorporación. No sorprendió considerar que la doble hélice 
debe separarse para que suceda la replicación. Era menos obvio 
por qué una cadena sencilla de una molécula circular también era 
incapaz de estimular la actividad de polimerización; se esperaría 
que esta estructura fuera la plantilla ideal para dirigir la síntesis 
de una cadena complementaria. En cambio, cuando se probó con 
una molécula de DNA de doble cadena parcial, la mezcla de reac- 
ción generó una incorporación inmediata de nucleótidos. 

Pronto se descubrió que el DNA monocatenario circular no 
servía como plantilla para la DNA polimerasa porque la enzima 
no puede iniciar la formación de una cadena de DNA. Más bien, 
ésta sólo puede agregar nucleótidos en el extremo hidroxilo 3' 
terminal de una cadena preexistente. La cadena que provee el 
OH 3' terminal se denomina iniciador. Todas las DNA polime- 
rasas (de procariotas y eucariotas) tienen estos dos requerimien- 
tos básicos (fig. 13-84): una cadena de DNA plantilla para copiar 
y una cadena iniciadora en la cual pueden agregarse los nucleó- 
tidos. Tales requerimientos explican porqué ciertas estructuras 
de DNA no pudieron promover la síntesis de DNA (fig. 13-7a). 
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FIGURA 13-7 Plantillas y no plantillas que estimulan la actividad de 
las DNA polimerasas. (a) Ejemplos de estructuras de DNA que no 
estimulan la síntesis de DNA in vitro y la DNA polimerasa aislada de 
E. coli. (b) Ejemplos de estructuras de DNA que estimulan la síntesis 
de DNA in vitro. En todos los casos, las moléculas en ¿ contienen una 
cadena plantilla para copiar y una cadena iniciadora con un 3' OH al 
cual se agregan los nucleótidos. 
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Una doble hélice lineal intacta provee el extremo hidroxilo 3' ter- 
minal pero no tiene la plantilla. Por otra parte, una cadena sen- 
cilla circular provee un DNA plantilla pero carece del iniciador. 
La molécula de doble cadena parcial (fig. 13-74) satisface ambos 
requerimientos y promueve la incorporación de nucleótidos. El 
hallazgo de que la DNA polimerasa no puede iniciar la síntesis 
de una cadena de DNA generó una pregunta crucial: ¿de qué 
manera la síntesis de una nueva cadena se inicia en la célula? Esta 
pregunta se revisa más adelante. 

La DNA polimerasa que purificó Kornberg fue difícil en- 
tender en términos de su presumible función como enzima repli- 
cante: ésta sólo sintetizaba DNA en la dirección 5' a 3' (escrito 
como 5' > 3'). El diagrama que presentaron Watson y Crick 
(fig. 13-1) mostraba sucesos como ellos esperaban que ocurrieran 
en la horquilla de replicación. El diagrama sugería que una de 
las cadenas nuevamente sintetizadas se polimerizaba en la direc- 
ción 5' > 3', mientras que la otra cadena lo hacía en la dirección 
3' > 5'. ¿Acaso había otras enzimas encargadas de la construc- 
ción de la cadena en la dirección 3' > 5'?, ¿la enzima trabajaba en 
condiciones diferentes en la célula que bajo condiciones in vitro? 
Más adelante se analiza esta pregunta. 

Durante el decenio de 1960 hubo indicios de que la “enzi- 
ma de Kornberg” no era la única DNA polimerasa en una célula 
bacteriana. Entonces, en 1969, se aisló una cepa mutante de E. 
coli y se observó que tenía menos de 1% de la actividad normal 
de la enzima, pero era capaz de multiplicarse a una tasa normal. 
Estudios posteriores revelaron que la enzima de Kornberg, o 
DNA polimerasa I, era sólo una de las distintas DNA polime- 
rasas presentes en las células bacterianas. La principal enzima 
responsable de la replicación del DNA (p. ej., la polimerasa que 
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FIGURA 13-8 Actividad de una DNA polimerasa. (a) Polimerización de un 
nucleótido en el extremo 3' terminal de una cadena iniciadora. La enzima 
selecciona nucleótidos para la incorporación basada en su capacidad para 
formar pares en los nucleótidos de la cadena plantilla. (4) Modelo simpli- 
ficado del mecanismo de dos iones metálicos para la reacción en la cual los 
nucleótidos se incorporan a una cadena de DNA que crece por medio de 
una DNA polimerasa. En este modelo, uno de los iones de magnesio empuja 
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al protón hacia afuera del grupo hidroxilo 3' del nucleótido terminal del ini- 
ciador, lo cual facilita el ataque nucleofílico del átomo de oxígeno 3' de carga 
negativa en el fosfato a del trifosfato de nucleósido entrante. El segundo ion 
de magnesio promueve la liberación del pirofosfato. Los dos iones metálicos 
se unen a la enzima mediante residuos de ácido aspártico muy conservados 
en el sitio activo. (c) Diagrama esquemático que muestra la dirección del 
movimiento de la polimerasa a lo largo de las dos cadenas plantilla. 
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se replica), es la DNA polimerasa IT. Una célula bacteriana típica 
contiene 300 a 400 moléculas de DNA polimerasa I, pero sólo 
unas 10 copias de la DNA polimerasa III. Las cantidades mucho 
mayores de la DNA polimerasa 1 en la célula han minimizado 
la presencia de la DNA polimerasa III. Sin embargo, el des- 
cubrimiento de las otras DNA polimerasas no resolvía las dos 
preguntas básicas mencionadas antes; ninguna de estas enzimas 
puede iniciar las cadenas de DNA ni construir cadenas en la 
dirección 3' > 5. 


Replicación semidiscontinua La ausencia de actividad de 
polimerización en dirección 3' > 5' tiene una explicación más 
directa: no se pueden sintetizar cadenas de DNA en dicha di- 
rección. Ambas cadenas recién sintetizadas se ensamblan en la 
dirección 5' > 3'. Durante la reacción de polimerización, el gru- 
po —OH en el extremo 3' del iniciador lleva a cabo un ataque 
nucleofílico en el fosfato a 5' del trifosfato de nucleósido que 
entra, como se muestra en la figura 13-80. Las moléculas de la 
polimerasa encargadas de la construcción de las dos cadenas de 
DNA se mueven en una dirección 3' a 5' a lo largo de la plantilla 
y ambas construyen una cadena que crece desde su extremo 5' 
fosfato terminal (fig. 13-8c). Por consecuencia, una de las cade- 
nas resintetizadas crece en dirección del asa de replicación donde 
las cadenas de DNA parental se separan, mientras la otra cadena 
crece y se aleja de la horquilla. 

Aunque esto resuelve el problema en relación con una enzima 
que sólo puede sintetizar una cadena en una dirección, genera un 
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FIGURA 13-9 Una secuencia de eventos diferentes sintetiza a las dos 
cadenas de una doble hélice. Las moléculas de la DNA polimerasa se 
mueven a lo largo de una plantilla sólo en dirección 3' > 5'. Como resul- 
tado, las dos cadenas recién ensambladas crecen en direcciones opuestas, 
una hacia la horquilla de replicación y la otra en el sentido contrario. Una 
cadena se ensambla en forma continua y la otra como fragmentos unidos 
de manera enzimática. (a) Diagrama esquemático que muestra las dife- 
rencias en las síntesis de las dos cadenas. (4) Micrografía electrónica de 


dilema aún más difícil. Es evidente que la cadena que crece hacia 
la horquilla en la figura 13-8c se puede construir mediante adi- 
ción continua de nucleótidos a su extremo 3". ¿Pero cómo se sin- 
tetiza la otra cadena? Pronto se obtuvo evidencia de que la cadena 
que crece y se aleja de la horquilla de replicación se sintetizaba 
de manera discontinua, esto es, en fragmentos (fig. 13-9). Antes de 
que la síntesis de un fragmento pueda iniciarse, se debe exponer 
un tramo adecuado del DNA plantilla para el desplazamiento de 
la horquilla de replicación. Una vez iniciada ésta, cada fragmento 
crece y se aleja de la horquilla de replicación hacia el extremo 5' 
de un fragmento previamente formado al cual se une después. 
Por lo tanto, las dos cadenas hijas se sintetizan por procesos muy 
diferentes. La cadena que se sintetiza de modo continuo se co- 
noce como cadena adelantada debido a que lo hace conforme 
avanza la horquilla de replicación. La cadena que se sintetiza de 
forma discontinua se llama cadena retrasada dado que el inicio 
de cada fragmento debe esperar a que las cadenas progenitoras se 
separen y expongan un fragmento (fig. 13-9). Como se revisa en 
la página 542, ambas cadenas se sintetizan con probabilidad de 
manera simultánea, así que los términos adelantada y retrasada no 
pueden ser apropiados como se pensaba al principio. En virtud de 
que una cadena se sintetiza de modo continuo y la otra de manera 
discontinua, la replicación es sermidiscontinua. 

Reiji Okazaki de la Universidad de Nagoya en Japón descu- 
brió, después de varios experimentos de marcaje, que una cadena 
se sintetiza primero como un pequeño fragmento; él encontró 
que en bacterias incubadas con timidina [*H] por pocos segundos 


una molécula de DNA de bacteriófago en replicación. Los dos extremos 
de la izquierda son los dúplex en replicación y el extremo de la derecha 
es el dúplex no replicado. La cadena retrasada del DNA replicado de 
novo contiene una porción de cadena sencilla expuesta (o más delgada) 
que discurre desde la horquilla de replicación que muestra la flecha. (B: 
TOMADA DE J. WoLrson y Davip DRESSLER, REPRODUCIDA CON AU- 
TORIZACIÓN DE THE ANNUAL REVIEW OF MICROBIOLOGY, VOLUME 29; 
O 1975, por ANNUAL Reviews, Inc.) 


e inmediatamente cosechadas, la mayor parte de la reactividad 
podría encontrarse como parte de fragmentos pequeños de DNA 
de unos 1000 a 2000 nucleótidos de longitud. En cambio, si las 
células se incubaban con el DNA marcado precursor por 1 a2 min, 
casi toda la radiactividad incorporada formó parte de molécu- 
las de DNA mucho más grandes (fig. 13-10). Estos resultados 
indicaron que una porción del DNA se construyó en pequeños 
segmentos (más tarde conocidos como fragmentos de Okazaki) 
que se ligaron con rapidez a piezas mucho más grandes sinteti- 
zadas con anterioridad. La enzima que une los fragmentos de 
Okazaki en una cadena continua se conoce como DNA ligasa. 
El descubrimiento de que la cadena retrasada se sintetiza en 
piezas suscitó una nueva pregunta acerca del inicio de la síntesis 
del DNA. ¿De qué manera la síntesis de cada uno de estos frag- 
mentos comienza cuando ninguna de las DNA polimerasas son 
capaces de iniciar la cadena? Estudios posteriores revelaron que el 
inicio no lo lleva a cabo una DNA polimerasa sino más bien un 
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FIGURA 13-10 Resultados de un experimento que muestran la parte 
del DNA que se sintetiza en fragmentos pequeños. Perfiles del gra- 
diente de densidad de sacarosa del DNA de un cultivo de células de 
E. coli infectadas con fago. Las células se marcaron en diferentes tiem- 
pos y se determinó la velocidad de sedimentación del DNA marcado. 
Cuando el DNA se preparó después de pulsos muy cortos, un porcen- 
taje significativo de radiactividad apareció en fragmentos muy cortos 
de DNA (representado por el pico cercano a la parte superior del tubo 
a la izquierda). Después de periodos de 60 a 120 s, la altura relativa de 
este pico descendió a medida que los fragmentos marcados de DNA 
se unieron a los extremos de las moléculas de peso molecular elevado. 
(Tomana DE R. OKAZAKI ET AL, COLD SPRING HARBOR SYMP. QUANT. 
BıoL. 33:130, 1968.) 


13.1 REPLICACIÓN DELDNA 541 


tipo distinto de RNA polimerasa, la denominada primasa, que 
sintetiza una secuencia corta de RNA, no de DNA. La secuencia 
adelantada, cuya síntesis comienza en el origen de la replicación, 
también la inicia una molécula de primasa. El fragmento corto 
de RNA lo sintetiza una primasa en el extremo 5' de la cadena 
adelantada y el extremo 5' de cada fragmento de Okazaki que 
sirve como el iniciador que se requiere para la síntesis de DNA 
por medio de una DNA polimerasa. Los iniciadores de RNA se 
eliminan después y los espacios resultantes en la cadena se llenan 
y entonces se ligan por medio de una DNA ligasa. Estos sucesos 
se ilustran de manera esquemática en la figura 13-11. La forma- 
ción de iniciadores transitorios de RNA durante el proceso de 
replicación del DNA es una actividad compleja. Quizá sea mayor 
la probabilidad de cometer errores durante el inicio que durante 
el alargamiento; por lo tanto, el empleo de un segmento de RNA 
corto que puede degradarse elimina la inclusión de bases erróneas. 


La maquinaria que opera en la horquilla de replicación 
La replicación supone más que la incorporación de nucleótidos. 
El desenrollamiento del dúplex y la separación de las cadenas 
requiere la ayuda de dos tipos de proteínas que se unen al DNA, 
una helicasa (o enzima que desenrolla al DNA) y proteínas 
que se unen al DNA monocatenario (SSB). Las DNA helica- 
sas desenrollan al dúplex del DNA en una reacción que utiliza 
energía liberada a partir de la hidrólisis del ATP para separar los 
puentes de hidrógeno que mantienen juntas a las dos cadenas, lo 
cual expone a las plantillas de DNA monocatenario. E. coli tiene 
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FIGURA 13-11 Uso de fragmentos cortos de RNA como iniciadores 
removibles para iniciar la síntesis de cada fragmento de Okazaki de 
la cadena retrasada. Los pasos principales se indican en la figura y se 
describen en el texto. En las figuras siguientes se señala la función de 
las diferentes proteínas accesorias que intervienen en estas actividades. 
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FIGURA 13-12 Funciones de la DNA helicasa, las proteínas de unión al 
DNA monocatenario y la primasa en la horquilla de replicación. (a) La 
helicasa se mueve a lo largo del DNA y cataliza el desenrollamiento del 
ATP del dúplex. Conforme el DNA se desenrolla, las cadenas evitan la 
formación del dúplex por medio de proteínas de unión del DNA de cadena 
sencilla (SSB). La primasa relacionada con la helicasa sintetiza los inicia- 


dores de RNA, es decir, cada uno de los fragmentos de Okazaki. Los ini- 


ciadores de RNA, que tienen un tamaño aproximado de 10 nucleótidos, se 


por lo menos 12 helicasas diferentes, que usa en distintos aspec- 
tos del metabolismo del DNA (y RNA). Una de estas helicasas 
(el producto del gen dnaB) sirve como la máquina principal de 
desenrollamiento durante la replicación. La helicasa DnaB con- 
siste en seis subunidades estructuradas que forman una proteína 
semejante a un anillo que encierra a una sola cadena de DNA 
(fig. 13-12a). La helicasa DnaB se coloca primero sobre el 
DNA en el origen de replicación (con la ayuda de la proteína 
DnaC) que se desplaza en una dirección 5' > 3' a lo largo de la 
plantilla de la cadena retrasada, lo que desenrolla la hélice durante 
este proceso (fig. 13-12). En la página 533 se muestra un modelo 
de helicasa similar de bacteriófago que incluye la separación de 
las cadenas durante la replicación. El desenrollamiento del DNA 
por la helicasa se mantiene por la unión de las proteínas SSB a las 
cadenas separadas de DNA (fig. 13-12). Estas proteínas se unen 
de manera selectiva al DNA monocatenario manteniéndolo en 
un estado extendido y evitando que se vuelva a enrollar o se dañe. 
Un esquema de la acción combinada de las DNA helicasas y las 
proteínas SSB sobre la estructura del DNA de doble hélice se 
ilustra en la micrografía electrónica de la figura 13-122. 

Hay que recordar que una enzima llamada primasa inicia 
la síntesis de cada fragmento de Okazaki. En las bacterias, la 
primasa y la helicasa se relacionan de manera transitoria para 
formar lo que se llama un “primosomz”. De los dos miembros del 
primosoma, la helicasa se mueve a lo largo de la plantilla de la 
cadena retrasada de manera procesiva (esto es, sin separarse de 
la plantilla de la cadena durante el tiempo que dura la horquilla 
de la replicación). Conforme la helicasa “viaja” a lo largo de la 
plantilla de la cadena retrasada y abre las cadenas del dúplex, 
la primasa se une de manera periódica a la helicasa y sintetiza 
los iniciadores cortos de RNA que comienzan la formación de 
cada fragmento de Okazaki. Como se dijo antes, los iniciadores 
de RNA se polimerizan después como DNA por medio de una 
DNA polimerasa, de modo específico la DNA polimerasa III. 

La evidencia sugiere que la misma DNA polimerasa III sin- 
tetiza fragmentos sucesivos de la cadena retrasada. Para llevar a 
cabo esto, la molécula de polimerasa III se recicla del sitio donde 
ha terminado un fragmento de Okazaki y pasa al próximo sitio 
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eliminan después. (4) Serie de cinco micrografías electrónicas que mues- 
tran moléculas de DNA incubadas con una DNA helicasa viral (antígeno 
T, pág. 550) y proteínas SSB de E. coli. Las moléculas de DNA se desenro- 
llan progresivamente de izquierda a derecha. La helicasa aparece en la par- 
tícula circular en la horquilla y las proteínas SSB están unidas a los extre- 
mos de cadena sencilla, lo que hace parecer a éstas, cuentas de un collar. (B: 
TOMADA DE RAINER WessEL, JOHANNES SCHWEIZER Y Hans STAHL, J. 
ViroL. 66:807, 1992; © 1992 AMERICAN SOCIETY FOR MICROBIOLOGY.) 


a lo largo de la cadena retrasada muy cerca del lugar donde se 
desenrolla el DNA. Una vez en su nuevo sitio, la polimerasa 
se une al extremo 3' OH del iniciador de RNA que se ha coloca- 
do por delante de una primasa y comienza a incorporar desoxi- 
ribonucleótidos en el extremo del RNA corto. 

¿De qué forma una polimerasa ITI se mueve de un sitio de la 
cadena retrasada a otro sitio cercano a la horquilla de replicación? 
Se cree que la enzima logra esto al “aprovechar el viaje” con el 
mecanismo de duplicación de la plantilla de la cadena adelantada 
que se desplaza en esa dirección. Aunque las dos polimerasas se 
mueven en direcciones opuestas a lo largo de sus respectivas ca- 
denas, pueden actuar como si fueran parte del mismo complejo de 
proteínas (fig. 13-13). Las dos polimerasas pueden replicar ambas 
cadenas al formar un asa en el DNA de la cadena retrasada sobre 
sí misma, lo que causa que esta plantilla tenga la misma orienta- 
ción que la cadena adelantada. Las dos polimerasas pueden mo- 
verse juntas como parte de un solo complejo de replicación, sin 
violar la “regla 5' > 3” para la síntesis de una cadena de DNA 
(fig. 13-13). Una vez que las polimerasas ensamblan la cadena re- 
trasada alcanzan el extremo 5' del fragmento de Okazaki sinteti- 
zado durante la vuelta previa, la plantilla de la cadena retrasada se 
libera al parecer y la polimerasa comienza a trabajar en el extremo 
3' del próximo iniciador de RNA hacia la horquilla de replicación. 
Este modelo que se muestra en la figura 13-13 se refiere a me- 
nudo como el “modelo del trombón” porque el asa de DNA crece 
de manera repetida y se acorta durante la replicación de la cadena 
retrasada, lo que semeja el movimiento del “asa” de un trombón. 


Estructura y funciones de las DNA polimerasas 


La enzima que sintetiza las cadenas de DNA durante la repli- 
cación en E. coli es la DNA polimerasa III, que es parte de una 
“maquinaria de replicación” llamada holoenzima DNA polimerasa 
III (fig. 13-14). Uno de los componentes no catalíticos de la ho- 
lenzima denominada pinza f (abrazadera), mantiene la polime- 
rasa relacionada con la plantilla de DNA. Las DNA polimerasas 
(como las polimerasas de RNA) poseen dos propiedades con- 
trastantes: 1) tienen que permanecer vinculadas con la plantilla 
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FIGURA 13-13 Dos DNA polimerasas que trabajan de manera conjun- 
ta como parte de un complejo único llevan a cabo la replicación de 
las cadenas adelantada y retrasada en E. coli. (a) Las dos moléculas de 
la DNA polimerasa III discurren juntas y de esa forma se desplazan 
hacia el extremo opuesto de sus moldes respectivos. Esto sucede porque 
una de las cadenas de la plantilla de la cadena retrasada forma un asa. 
(6) La polimerasa libera la plantilla de la cadena retrasada cuando ésta 


sobre largos tramos para sintetizar una cadena complementaria 
continua y 2) no se pueden fijar con tanta fuerza que les impida 
desplazarse de un nucleótido al siguiente. Estas propiedades con- 


trastantes se deben a la forma de dona de la pinza B que rodea al 
DNA (abrazadera de DNA) (fig. 13-15) y se desliza de manera 


FIGURA 13-14 Representación esquemática de la holoenzama DNA 
polimerasa III. La holoenzima contiene 10 subunidades diferentes or- 
ganizadas en varios componentes distintivos. Como parte de la holoenzi- 
ma se incluyen 1) dos polimerasas centrales que replican el DNA, 2) dos 
o más pinzas B que permiten que la polimerasa permanezca relacionada 
con el DNA y 3) un complejo (y) para cargar la pinza que carga cada 
pinza deslizante en el DNA. El cargador de pinza de una horquilla de 
replicación activa contiene dos subunidades 7, que sujetan las polimerasas 
centrales en el complejo y también unen a la helicasa. El término rep/i- 
soma se usa a menudo para referirse al complejo completo de proteínas 
que están activas en la horquilla de replicación, incluidas la holoenzima 
DNA polimerasa III, la helicasa, SSB y primasa. (BASADA EN DIBUJOS DE 
M. O'DonNELL.) 
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encuentra al fragmento de Okazaki ya sintetizado. (c) La polimerasa 
que participó en el ensamble de los fragmentos previos de Okazaki se 
une ahora otra vez al DNA plantilla de la cadena retrasada por delante 
del DNA sometido a síntesis en el extremo del iniciador #3 del RNA 
construido por la primasa. (Tomana DE D. Vorr Y J.G. Voert, BrocHE- 
MISTRY, 2ND ED.; © 1995 Jonn WiLEY AND Sons, Inc. RErMPRESA CON 
AUTORIZACIÓN DE Jonn WiLEY AND Sons, Inc.) 
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libre a lo largo de éste. A medida que la DNA polimerasa se une 
a una “pinza deslizante” B, se puede mover progresivamente de 
un nucleótido al próximo sin pasarse más allá de la plantilla. La 
polimerasa en la cadena adelantada permanece unida a una sola 
pinza B durante la replicación. En cambio, cuando la polimerasa 
en la cadena retrasada completa la síntesis de un fragmento de 
Okazaki, ésta se desengancha de la pinza B y otra vez se une a una 
pinza B, la cual se halla ensamblada a la unión entre el iniciador 
de RNA y el DNA plantilla localizado muy cerca de la horquilla 
de replicación (fig. 13-150). Pero, ¿cómo es que una molécula de 
DNA con gran elongación entra en una pinza en forma de anillo 
(abrazadera) como en la figura 13-154? El ensamblaje de la pinza 
B alrededor del DNA requiere un cargador de pinza multisub- 
unitario que también es parte de la holoenzima DNA polimerasa 
II (figs. 13-14, 13-150). En estado unido a ATP, el cargador de 
pinza se une a una unión iniciador-plantilla al tiempo que man- 
tiene la pinza B en una conformación abierta como se ilustra en 
la figura 13-15c. Una vez que el DNA ha pasado a través de la 
abertura en la pared de la pinza, el ATP unido al cargador de 


FIGURA 13-15 Pinza deslizante B y cargador de pinza. (a) Modelo de 
espacio lleno que muestra las dos subunidades que integran la estructura 
en forma de rosquilla de la pinza deslizante B de E. coli. (b) Diagrama 
esquemático de la polimerasa que circula por la cadena seguidora. La po- 
limerasa es mantenida en contacto con el DNA por la pinza deslizante 
B conforme ésta se mueve a lo largo de la cadena utilizada como planti- 
lla, y sintetiza la cadena complementaria. Después de la terminación del 
fragmento de Okazaki, la enzima se desprende de su pinza f y circula 
hacia una pinza recién ensamblada que “espera” en una unión del iniciador 
de RNA-plantilla de DNA en dirección 5'. La pinza B original se deja 
atrás por un tiempo en el fragmento de Okazaki terminado, pero luego 
se desensambla y reutiliza. (c) Modelo de un complejo de pinza deslizante 
y cargador de pinza de un procariota arquea con base en el análisis de 
imágenes de microscopia electrónica. El cargador de pinza (mostrado con 
subunidades en rojo y en verde) se une a la pinza deslizante (azul), que se 
mantiene en una conformación en espiral abierta parecida a una rondana 
de presión. El DNA se ha abierto paso a través del hueco en la pinza. La 
cadena iniciadora del DNA termina dentro del cargador de pinza, mien- 
tras que la cadena que sirve de plantilla, se extiende a través de una abertu- 
ra en la parte superior de la proteína. El cargador de pinza ha sido descrito 
como un “tapón con rosca” que se acopla en el DNA de tal modo que los 


subdominios de la proteína forman una espiral la cual puede “enroscarse” 


en el esqueleto de DNA helicoidal. (a: TOMADA DE Jonn KuRrIYAN, CELL, 


pinza se hidroliza, con lo que se libera de la pinza; entonces ésta 
se cierra alrededor del DNA. La pinza B está lista para unirse con 
la polimerasa II, como se muestra en la figura 13-150. 

La DNA polimerasa I, que consiste sólo en una subunidad, 
interviene de manera primaria en la reparación del DNA, proce- 
so mediante el cual se corrigen las secciones dañadas del DNA 
(pág. 552). La DNA polimerasa I también elimina los iniciado- 
res de RNA en el extremo 5' de cada fragmento de Okazaki du- 
rante la replicación y reemplaza a éstos con DNA. La capacidad 
de la enzima para llevar a cabo esta tarea se revisa en la siguiente 
sección. 


Actividades de la exonucleasa de las DNA polimerasas 
Ahora que se han explicado las diferentes propiedades descon- 
certantes de la DNA polimerasa I, como la incapacidad de la 
enzima para iniciar la síntesis de una cadena, se mencionan otras 
observaciones curiosas. Kornberg encontró que las preparaciones 
de la DNA polimerasa I siempre contienen actividades de exo- 
nucleasa, es decir, son capaces de degradar polímeros de DNA 
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al eliminar uno o más nucleótidos del extremo de la molécula. 
Al principio, Kornberg asumió que esta actividad se debía a la 
contaminación con enzima porque la acción de las exonucleasas 
es contraria a la capacidad de síntesis de DNA. No obstante, la 
actividad de exonucleasa no pudo eliminarse de las preparaciones 
de polimerasa y de hecho es una actividad real de la molécula de 
la polimerasa. Luego se mostró que todas las polimerasas bac- 
terianas poseen la actividad de exonucleasa. Las exonucleasas 
pueden dividirse en actividades de exonucleasa 5' >3'y 3' > 5', 
según sea la dirección en la cual se degrada la cadena. La DNA 
polimerasa I tiene ambas actividades de exonucleasa, 3' > 5' y 
5' > 3', además de su actividad de polimerización (fig. 13-16). 
Estas tres actividades se localizaron en diferentes dominios de 
un solo polipéptido. De esta forma, la DNA polimerasa I posee 
tres enzimas en una. Las dos actividades de exonucleasa tienen 
funciones por completo diferentes en la replicación. Primero se 
describe la actividad de exonucleasa 5' > 3'. 

Casi todas las nucleasas son específicas para DNA o RNA, 
pero la exonucleasa 5' > 3' de la DNA polimerasa I puede de- 
gradar los dos tipos de ácido nucleico. El inicio de los fragmentos 
de Okazaki por medio de la primasa deja un segmento de RNA 
en el extremo 5' de cada fragmento (véase el iniciador de 
RNA 1 de la figura 13-130), el cual se remueve por la actividad 
de exonucleasa 5' > 3' de la DNA polimerasa 1 (fig. 13-164). A 
medida que la enzima remueve los ribonucleótidos del iniciador, 
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FIGURA 13-16 Las actividades de exonucleasa de la DNA polimerasa 
I. (a) La función de exonucleasa 5' > 3' remueve los nucleótidos desde 
el extremo 5' de una cadena sencilla con rotura. Esta actividad tiene una 
función clave para remover los iniciadores de RNA. (4) La función de 
exonucleasa 3' > 5' desplaza los nucleótidos mal apareados del extremo 
3' de la cadena en crecimiento del DNA. Esta actividad tiene una fun- 
ción clave en el mantenimiento de la precisión de la síntesis de DNA. 
(Tomana DE D. Vorr y J.G. VorrT, BIOCHEMISTRY, 2ND ED.; © 1995 
Jonn WiLeY AnD Sons, Inc. REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE JOHN 
Wiery AND Sons, Inc.) 
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su actividad de polimerasa rellena de manera simultánea el espa- 
cio resultante con desoxirribonucleótidos. El último desoxirribo- 
nucleótido incorporado se liga de manera covalente al extremo 5' 
terminal del fragmento de DNA antes sintetizado por medio de 
una DNA ligasa. La función de la exonucleasa 3' > 5' se revisa 
en la siguiente sección. 


Aseguramiento de la alta fidelidad durante la replicación 
del DNA La supervivencia de un organismo depende de la 
duplicación precisa de su genoma. Un error en la síntesis de 
la molécula del mRNA por una RNA polimerasa genera la sín- 
tesis de una proteína defectuosa, pero una molécula de mRNA es 
sólo una plantilla de vida corta entre una gran población de estas 
moléculas; por lo tanto, un error en una de ellas es insignificante. 
En cambio, un error durante la replicación del DNA crea una 
mutación permanente y la posible eliminación de la progenie ce- 
lular. En £. coli, la probabilidad de que un nucleótido incorrecto 
se incorpore en el DNA durante la replicación y permanezca allí 
es menor de 10”? o tan baja como una en mil millones de nucleó- 
tidos. Debido a que el genoma de E. coli contiene alrededor de 4 
X 10% pares de nucleótidos, esta frecuencia de error corresponde 
a tan poco como una alteración nucleotídica por cada 100 ciclos 
de replicación. Esto representa la velocidad de mutación espontá- 
nea en esta bacteria. Se piensa que los seres humanos tienen una 
frecuencia de mutación espontánea similar para la replicación de 
las secuencias que codifican proteínas. 

La incorporación de un nucleótido en particular en el ex- 
tremo de una cadena naciente depende de que el trifosfato de 
nucleósido entrante pueda formar una complementación co- 
rrecta con el nucleótido de la cadena plantilla (fig. 13-80). Los 
análisis de las distancias entre los átomos y ángulos de enlace 
indican que el apareamiento de bases A-T y G-C tienen una 
geometría muy parecida (tamaño y forma). Cualquier desviación 
de estos apareamientos resulta en una geometría diferente, como 
se muestra en la figura 13-17. En cada sitio a lo largo del molde, 
la DNA polimerasa debe discriminar entre los cuatro diferen- 


FIGURA 13-17 Geometría del apareamiento de bases apropiado y erró- 
neo. (Tomana DE H. EchoLs y M.F. GOODMAN, REPRODUCIDA CON 
AUTORIZACIÓN DE THE ANNUAL Review or BIOCHEMISTRY, VOL 60; 
O 1991 Annual Reviews Inc.) 
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tes precursores potenciales conforme se mueven dentro y fuera 
del sitio activo de la enzima. Entre los cuatro posibles trifosfatos 
de nucleósido que pueden entrar, sólo uno con una geometría 
apropiada puede encajar perfectamente con el DNA plantilla y 
ello produce un apareamiento de bases A-T o G-C que puede 
llenar el sitio activo de la enzima. Este es sólo el primer paso en 
el proceso de discriminación. Si la enzima “percibe” el nucleótido 
entrante como correcto se observa un cambio conformacional 
en el cual el “dedo” de la polimerasa gira hacia la “palma” (fig. 
13-184), con lo que evita la unión del nucleótido entrante. Este 
es un ejemplo de cómo un apareamiento erróneo puede inducir 
un cambio, como se revisa en la página 98. Si el apareamiento 
de bases recién formado presenta una geometría inadecuada, el 
sitio activo no puede adquirir la conformación requerida para la 
catálisis y el nucleótido incorrecto no se incorpora. En cambio, 
si el apareamiento de bases presenta una geometría adecuada, el 
nucleótido entrante se une de manera covalente al extremo de la 
cadena que está en crecimiento. 

En ocasiones, la polimerasa incorpora un nucleótido inco- 
rrecto, lo que significa un apareamiento de bases diferente de 
A-T o G-C. Se estima que un apareamiento incorrecto ocurre 
de manera aleatoria una vez por cada 10% a 10% nucleótidos in- 
corporados, una frecuencia que es 10% a 10* veces mucho más 
grande que la frecuencia de mutación espontánea próxima a 10”. 
¿Por qué la frecuencia de las mutaciones es tan baja? Parte de 
la respuesta se encuentra en la segunda de las dos actividades 
de exonucleasa mencionadas, la actividad 3' > 5' (fig. 13-165). 
Cuando la DNA polimerasa incorpora un nucleótido incorrec- 
to, la enzima se detiene y el extremo de la cadena sintetizado 
nuevamente tiene una tendencia aumentada para separarse de 
la plantilla y formar una cadena sencilla 3' terminal. Cuando su- 
cede esto, la enzima sufre un cambio conformacional que dirige 
el extremo de la cadena recién sintetizada al sitio de exonucleasa 
3' > 5' (fig. 13-18), el cual remueve al nucleótido erróneo. Este 
trabajo de “lectura y corrección” es uno de los más importantes 
de todas las actividades enzimáticas e ilustra la forma en que 
la maquinaria de las moléculas biológicas ha evolucionado con 
gran complejidad. La actividad de exonucleasa 3" > 5' remueve 
alrededor de 99 de cada 100 bases mal pareadas, lo que incre- 
menta la fidelidad a casi 1077a 1078. Además, la bacteria posee 
un mecanismo llamado reparación del apareamiento erróneo que 
opera después de la replicación (pág. 554) y corrige casi todas las 
uniones erróneas que escapan del paso de lectura y corrección. 
En conjunto, todos estos procesos reducen la frecuencia de error 
observada en alrededor de 107°. Así, la fidelidad de la replicación 
del DNA se basa en tres actividades distintas: 1) selección preci- 
sa de los nucleótidos, 2) lectura y corrección inmediata y 3) una 
reparación del apareamiento erróneo después de la replicación. 

Otra característica importante de la replicación en bacte- 
rias es la velocidad. La replicación de un cromosoma bacteriano 
completo en unos 40 min a 37°C exige que cada horquilla de 
replicación se mueva cerca de 1000 nucleótidos por segundo, lo 
cual es equivalente a la longitud de un fragmento de Okazaki 
completo. De esta forma, el proceso completo de la síntesis del 
fragmento de Okazaki, incluidos la formación de un iniciador 
de RNA, la elongación del DNA, la lectura y corrección simultá- 
nea por medio de la DNA polimerasa, la eliminación del RNA, 
su reemplazo con DNA y la ligación de las cadenas, ocurre en 
alrededor de 1 s. Aunque E. coli tarda casi 40 min en replicar 
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FIGURA 13-18 Activación de la exonucleasa 3' > 5' de la DNA polime- 
rasa I. (a) Modelo esquemático de una porción de la DNA polimerasa 
I conocido como fragmento de Klenow, el cual contiene las actividades 
de polimerasa y exonucleasa 3' > 5". La actividad de exonucleasa 5' > 
3' se localiza en una porción diferente del polipéptido, que no se muestra 
aquí. Se refiere a menudo que las regiones del fragmento de Klenow son 
semejantes a la forma de una mano derecha parcialmente abierta y de 
ahí que las porciones se designen como “dedos”, “palma” y “uñas”. Los 
sitios catalíticos de la polimerización se hallan en el subdominio de la 
“palma”. El extremo 3' terminal de la cadena creciente puede proyectarse 
entre la polimerasa y el sitio activo de la exonucleasa. La adición de 
bases erróneas del extremo de la cadena en crecimiento produce una 
cadena sencilla libre 3' terminal que entra al sitio de exonucleasa, donde 
se remueve. (Los sitios de la polimerasa y exonucleasa de la polimerasa 
II operan de manera similar pero se encuentran en diferentes subuni- 
dades.) (4) Modelo molecular del fragmento de Klenow que forma un 
complejo con el DNA. La cadena de DNA plantilla que se copia aparece 
en azul y en rojo la cadena iniciadora en la cual los nucleótidos próximos 
deben agregarse. (A: TOMADA DE T. A. BAKER Y S.P. BELL, CELL 92:296, 
1998; SEGÚN LA REPRESENTACIÓN DE C.M. Joyce Y T. A. STEITZ, CON 
AUTORIZACIÓN DE CELL PRESS; B: CORTESÍA DE THoMas A. STEITZ.) 


su DNA, un nuevo ciclo de replicación puede iniciar antes de 
que el ciclo previo se complete. Por consecuencia, cuando estas 
bacterias crecen a su máxima velocidad, duplican su número en 


alrededor de 20 min. 


La replicación en las células eucariotas 


Como se mencionó en el capítulo 10, los nucleótidos de la se- 
cuencia del genoma humano podrían llenar un libro de un mi- 
llón de páginas de extensión. Mientras que esto representa para 


cientos de investigadores, con el uso de computadoras de alta ve- 
locidad, varios años para secuenciar el genoma humano, un solo 
núcleo celular de unos 10 pum de diámetro puede copiar todo 
el DNA en unas cuantas horas. Dado que las células eucariotas 
tienen amplios genomas y complejas estructuras de cromosomas, 
el entendimiento de la replicación en tales células ha sido lento 
en comparación con las bacterias. Esta diferencia se ha superado 
de forma gradual con el desarrollo de sistemas experimentales 
eucariotas aplicados junto con los utilizados por décadas en el 
estudio de la replicación en procariotas. Pueden mencionarse los 
siguientes: 


m El aislamiento de mutantes de levaduras incapaces de crear 
productos de genes específicos requeridos para diferentes as- 
pectos de la replicación. 


m El análisis de la estructura y el mecanismo de acción de las 
proteínas de duplicación de especies de arqueas (como en la 
figura 13-15c). En estos procariotas la duplicación requiere 
de proteínas homólogas a las de las células eucariotas pero 
menos complejas y más fáciles de estudiar. 


m El desarrollo de sistemas żin vitro en los que la replicación pue- 
de llevarse a cabo en extractos celulares o mezclas de proteínas 
purificadas. En el más valioso de estos sistemas se ha utiliza- 
do la rana Xenopus, que comienza la vida en la forma de un 
enorme huevo que contiene todas las proteínas requeridas para 
llevar a cabo más de una docena de ciclos de división celular. 
Pueden prepararse extractos a partir de los oocitos de la rana, 
los cuales replican cualquier DNA que se agregue, sin importar 
cuál sea la secuencia. Los oocitos de la rana también mantie- 
nen la replicación y la división mitótica de los núcleos celulares 
de mamífero, por lo cual dichas estructuras son en particular 
útiles como sistema libre de células. Pueden usarse anticuerpos 
para eliminar de los extractos partículas proteínicas específicas 
y de esta manera puede evaluarse la capacidad de replicación 
del extracto en la ausencia de las proteínas afectadas. 


Inicio de la replicación en células eucariotas La replica- 
ción en E. coli comienza sólo en un sitio a lo largo del cromosoma 
circular (fig. 13-5). Las células de los organismos superiores pue- 
den tener mucho más de mil veces el DNA que las bacterias tie- 
nen, si bien sus polimerasas incorporan nucleótidos en el DNA 
a velocidades mucho más lentas. Para adecuar estas diferencias, 
las células eucariotas replican su genoma en pequeñas porciones, 
denominadas replicones. Cada replicón tiene su propio origen de 
replicación desde el cual avanza la horquilla de replicación en 
ambas direcciones (fig. 13-24a). En las células humanas, la re- 
plicación comienza en alrededor de 10000 a 100000 diferentes 
orígenes de replicación. La existencia de replicones se demostró 
primero en experimentos de autorradiografías en los que las mo- 
léculas de DNA únicas mostraron que la replicación se llevaba 
a cabo de manera simultánea en diferentes sitios a lo largo de la 
molécula (fig. 13-19). 

Alrededor de 10 a 15% de los replicones se dedican activa- 
mente a la duplicación en cualquier momento dado durante la 
fase S del ciclo de vida (fig. 14-1). Los replicones que se hallan 
muy cerca entre sí en un cromosoma dado tienden a efectuar la 
replicación de forma simultánea (como es evidente en la figura 
13-19). Sin embargo, estos replicones activos en un tiempo de- 
terminado durante un ciclo de síntesis de DNA tienden a ser 
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FIGURA 13-19 Demostración experimental de que la replicación en cro- 
mosomas eucariotas comienza en muchos sitios a lo largo del DNA. 
Las células se incubaron en [*H] timidina por un breve periodo antes de la 
preparación de fibras de DNA para autorradiografía. Las líneas de los grá- 
nulos oscuros indican los sitios que han incorporado el precursor de DNA 
radiactivo durante el periodo de marcaje. Es evidente que la síntesis sucede 
en sitios separados a lo largo de la misma molécula de DNA. Como se 
indica en la línea trazada en la parte inferior, el inicio tiene lugar en el 
centro de cada sitio de la incorporación de timidina y se forman dos hor- 
quillas de replicación que se apartan una de la otra hasta que encuentran 
sus horquillas próximas. (MICROGRAFÍA CORTESÍA DE JOEL HUBERMAN.) 


activos en un estado comparable en los ciclos subsecuentes. En 
células de mamíferos, el tiempo de la replicación de una región 
cromosómica se correlaciona de manera regular con la actividad 
de los genes en la región o el estado de compactación. La pre- 
sencia de histonas acetiladas, que están muy relacionadas con la 
transcripción de genes (pág. 516), es un factor común en la de- 
terminación de la replicación temprana de loci génicos activos. 
Las regiones más compactadas del cromosoma, que son las me- 
nos acetiladas, están empaquetadas en la heterocromatina (pág. 
485) y son las últimas en replicarse. La diferencia en el tiempo 
de replicación no se relaciona con la secuencia del DNA porque 
la heterocromatina inactiva del cromosoma X en las células de 
hembra de mamífero (pág. 486) se replica en la parte final de la 
fase S, en tanto que la eucromatina del cromosoma X activo se 
replica en un estadio mucho más temprano. 

El mecanismo por medio del cual la replicación se inicia 
en eucariotas fue tema importante de investigación en la década 
pasada. Los progresos más grandes en esta área se realizaron en 
las células de levadura debido a que los orígenes de replicación 
pueden removerse del cromosoma de levadura e insertarse en 
moléculas de DNA bacteriano, lo que confiere a estas bacterias la 
capacidad de replicarse en las células de levadura o extractos ce- 
lulares que contienen las proteínas de replicación necesarias para 
el proceso. Como estas secuencias promueven la replicación del 
DNA, se conocen como secuencias de replicación autónoma (ARS, 
autonomous replicating sequences). Las ARS que se han aislado y 
analizado comparten distintos elementos. El elemento central 
de una ARS consiste en una secuencia conservada de 11 pares de 
bases, que funciona como un sitio de unión específico para un 
complejo multiproteínico esencial llamado complejo de reconoci- 
miento de inicio (ORC, origin recognition complex) (fig. 13-20). Si 
la ARS muta de modo que sea incapaz de unirse al ORC, no es 
posible el inicio de la replicación. 

Se ha probado que los orígenes de replicación de las células 
de vertebrado son más difíciles de estudiar que las células de leva- 
dura. Parte del problema se explica por el hecho de que de manera 
virtual cualquier tipo de DNA purificado está disponible para la 
replicación mediante extractos celulares de oocitos de rana. Estos 
estudios sugieren que a diferencia de las levaduras, el DNA de 
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vertebrados no posee secuencias específicas (p. ej. ARS) en los 
cuales se inicia la replicación. No obstante, los estudios de replica- 
ción de cromosomas de mamífero intactos in vivo sugieren que la 
replicación comienza en sitios específicos a lo largo del DNA, no 
tanto por una selección aleatoria, como ocurre en los extractos de 
oocitos de anfibio. Se piensa que una molécula de DNA contiene 
muchos sitios donde la duplicación del DNA puede iniciarse, pero 
que sólo un subconjunto de estos sitios se usa de hecho en un mo- 
mento dado en una célula dada. Las células que se reproducen por 
ciclos celulares más cortos, como las de embriones jóvenes de an- 
fibios, utilizan una mayor cantidad de sitios como orígenes de 
replicación que las células con ciclos celulares más largos. Se con- 
sidera que la elección real de sitios se rige por factores epigenéti- 
cos reales (pág. 496), como las posiciones de los nucleosomas, los 
tipos de modificaciones de histonas, el estado de metilación del 
DNA, el grado de superenrollamiento y el nivel de transcripción. 


La replicación se restringe a una por ciclo celular Es 
esencial que cada porción del genoma se replique una vez, y sólo 
una vez, durante el ciclo celular. En consecuencia, deben existir 
mecanismos que eviten el reinicio de la replicación en el sitio en 
que ya se ha duplicado. El inicio de la replicación en un origen 
en particular requiere el paso del origen a través de diferentes 
estados. Algunos de estos pasos ocurren al parecer en el origen 
de replicación en una célula de levadura y se ilustran en la figura 
13-20. Pasos similares requieren proteínas homólogas y se ha ob- 
servado que se realizan en plantas y animales, lo cual sugiere que 
el mecanismo básico de inicio de la replicación está conservado 
entre los eucariotas. 


1. En el paso 1 (fig. 13-20), al origen de replicación lo une un 
complejo proteínico llamado ORC, que se relaciona con el 
origen a través del ciclo celular. Al ORC se lo ha denominado 
la “pista de aterrizaje molecular” en virtud de su función en la 
unión de proteínas necesarias para los pasos subsecuentes. 


FIGURA 13-20 Pasos realizados en la replicación del replicón de levadu- 
ra. Los orígenes de replicación de las levaduras contienen una secuencia 
conservada (ARS) que une el complejo de reconocimiento de origen de 
replicación (ORC) de multisubunidades (paso 1). La presencia del ORC 
unido es necesaria para el inicio de la replicación. El ORC se une al origen 
a través de todo el ciclo celular. En el paso 2, los factores permisivos (iden- 
tificados como proteínas Mcm) se unen al origen durante los siguientes 
pasos de la mitosis y establecen un complejo de prerreplicación capaz de 
iniciar la replicación con los estímulos adecuados. La presencia de proteínas 
Mcm en el origen requiere proteínas adicionales (Cdc6 y Cdt1, que no se 
muestran). En el paso 3, la replicación del DNA se inicia después de la ac- 
tivación de proteína cinasas específicas, incluida una cinasa dependiente de 
ciclina (Cdk). El paso 4 muestra un estado en el que la replicación ha avan- 
zado corta distancia en ambas direcciones desde el origen. En este modelo, 
las proteínas Mcm forman una DNA helicasa replicativa que desenrolla al 
DNA en direcciones opuestas desde las horquillas de replicación. Las otras 
proteínas requeridas para la replicación no se muestran en esta ilustración, 
pero sí en la figura siguiente. En el paso 5, las dos cadenas del dúplex origi- 
nal se han replicado, un ORC está presente en ambos orígenes y las proteí- 
nas de replicación, incluidas las helicasas Mcm, se han desplazado del DNA. 
En las levaduras, las proteínas Mcm migran desde el núcleo y el reinicio de 
la replicación no puede ocurrir hasta que la célula ha pasado por la mitosis. 
[En las células de vertebrados, diferentes sucesos parecen prevenir el reinicio 
de la replicación, entre ellos: 1) la continua actividad de la Cdk, desde la fase 
5 en la mitosis, 2) la fosforilación de Cdc6 y su exportación posterior desde 
el núcleo y 3) la inactivación de Cdt1 por la unión de un inhibidor. ] 


2. Las proteínas que se conocen como “factores permisivos” se 
unen al ORC (paso 2, fig. 13-20) para ensamblar un comple- 
jo proteínico-DNA, llamado complejo de prerreplicación (pre- 
RC), que es “permisivo” (competente) para iniciar la replica- 
ción. Los estudios de la naturaleza molecular de los factores 
permisivos han encontrado un grupo de seis proteínas Mem 
relacionadas (Mcm2-Mcm7). Las proteínas Mcm se cargan 
en el origen de duplicación en una fase tardía de la mitosis, 
o poco tiempo después de ésta. Los estudios indican que las 
proteínas Mcm2-Mcm?7 son capaces de relacionarse en un 
complejo anular que tiene actividad helicasa (como en el paso 
4, fig. 13-20). La mayor parte de la evidencia sugiere que el 
complejo Mcm2-Mcm? es la helicasa replicadora eucariota; 
o sea, la helicasa encargada de desenrollar el DNA en la hor- 
quilla de replicación (análoga a la DnaB en Æ. coli). 

3. Justo antes de iniciar la fase S del ciclo celular, la activación 
de proteína cinasas clave conduce a la activación de la helicasa 
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CUADRO 13-1 Algunas proteínas requeridas para la replicación 


Proteína en E. coli Proteína eucariota Función 
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Subunidades de la holoenzima de la DNA polimerasa que montan la pinza sobre el DNA 


Enzima de replicación primaria; sintetiza por completo la cadena adelantada y los fragmentos de 


Subunidad en forma de anillo de la holoenzima de la DNA polimerasa que pinza la polimerasa 


replicante sobre el DNA; trabaja con la polimerasa III en E. coli y la polimerasa 3 o e en 


Sintetiza oligonucleótidos cortos de DNA como parte del iniciador RNA-DNA 


Une a los fragmentos de Okazaki en una cadena continua 


DnaA Proteínas ORC Reconocimiento del origen de la replicación 
Girasa Topoisomerasa I/II Libera supercolas positivas antes de la de replicación 
DnaB Mem DNA helicasa que desenrolla el dúplex parental 
DnaC Cdc6, Cdt1 Coloca la helicasa sobre el DNA 
SSB RPA Mantiene el DNA en un estado monocatenario 
Complejo y RFC 
Núcleo de Polimerasa 9/8 
la polimerasa II Okazaki; tiene capacidad de lectura y corrección 
Pinza B PCNA 
eucariotas 
Primasa Primasa Sintetiza iniciadores de RNA 
Polimerasa a 
DNA ligasa DNA ligasa 
Pol I FEN-1 


Mcm2-Mcm7 y el inicio de la replicación (paso 3, fig. 13-20). 
Una de estas proteína cinasas es una cinasa dependiente de 
ciclina (Cdk) cuya función se revisa con detalle en el capítulo 
14. La actividad de las Cdk es importante desde la fase S 
hasta la mitosis, la cual suprime la formación de nuevos com- 
plejos de prerreplicación. En consecuencia, cada origen sólo 
puede activarse una vez por cada ciclo celular. El final de la 
actividad de las Cdk en la última parte de la mitosis posibilita 
el ensamble del pre-RC para iniciar el próximo ciclo celular. 
4. Una vez que la replicación comienza en la parte inicial de 
la fase S, las proteínas del Mcm se mueven con la horqui- 
lla de replicación (paso 4) y son esenciales para completar la 
replicación de un replicón. El destino de las proteínas Mcm 
después de replicación depende de las especies estudiadas. En 
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(a) 
FIGURA 13-21 Esquema de los componentes principales de la horquilla 


de replicación en los eucariotas. (a) Proteínas necesarias para la replicación 
en los eucariotas. El antígeno viral T se muestra como la helicasa de repli- 
cación en esta figura porque se usa de manera predominante en los estudios 
in vitro de la replicación del DNA. Se cree que las DNA polimerasas Ú y e 
son las principales enzimas para la síntesis de DNA de las cadenas rezagada 
y líder, respectivamente. PCNA actúa como una pinza deslizante para las 
polimerasas 3 y e. La pinza deslizante es colocada (“cargada”) en el DNA 
por la proteína RFC (factor de duplicación C), que es similar en estructura 
y función al cargador de pinza y de E. coli. RPA es una proteína trimérica 
de unión a DNA monocatenario comparable en función a la proteína SSB 


Remueve a los iniciadores de RNA; la polimerasa I de E. coli también llena los espacios con DNA 


levaduras, las proteínas Mcm se desalojan de la cromatina y 
se movilizan desde el núcleo (paso 5). En cambio, las proteí- 
nas Mcm en las células de mamíferos se desplazan del DNA 
pero al parecer permanecen en el núcleo. A pesar de todo, las 
proteínas Mcm no pueden volver a relacionarse con un origen 
de replicación ya “utilizado”. 


La horquilla de replicación eucariota En general, las ac- 
tividades que ocurren en la horquilla de replicación son muy si- 
milares, sin importar cuál sea el tipo de genoma bajo replicación: 
vírica, procariota o eucariota. Las diferentes proteínas de la re- 
plicación, “el estuche de herramientas”, de las células eucariotas 
se listan en el cuadro 13-1 y se muestran en la figura 13-21. To- 
dos los sistemas de replicación requieren helicasas, proteínas de 


Helicasa (antígeno T) 


Topoisomerasa 


Primasa 
(b) 


utilizada en la duplicación de Æ. coli. El movimiento continuo de la poli- 
merasa 9 desplaza los iniciadores de RNA-DNA sintetizados por el com- 
plejo polimerasa a--primasa, lo que genera una “aleta” de RNA-DNA que 
es eliminada por la endonucleasa FEN-1. Una DNA ligasa sella el hueco. 
Como en E. coli, se requiere una topoisomerasa para eliminar los superenro- 
llamientos positivos que se forman antes de la horquilla de duplicación. (5) 
Versión simplificada de los sucesos ocurridos en la horquilla de replicación 
que muestra de qué manera las polimerasas de replicación actúan juntas 
como parte de un replisoma sobre las plantillas directora y seguidora. Hasta 
ahora no hay evidencia definitiva de que las cadenas líder y rezagada se 
repliquen por acción de un complejo replicador único, como en E. coli. 
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unión con DNA monocatenario, topoisomerasas, primasa, DNA 
polimerasa, pinza deslizante y cargador de la pinza, así como 
DNA ligasa. Cuando se estudia la replicación eucariota in vitro, 
los investigadores combinan a menudo proteínas de replicación 
de mamíferos con una helicasa vírica conocida como antígeno T 
grande, codificado por el genoma del virus SV40. El antígeno 
T grande induce la separación de las cadenas del origen de repli- 
cación de SV40 y desenrolla el DNA para que avance la horqui- 
lla de replicación (como se muestra en la figura 13-214). 

Como en las bacterias, el DNA de una célula eucariota se 
sintetiza de una manera semidiscontinua, pese a que los frag- 
mentos de Okazaki de cadena retrasada son considerablemente 
más pequeños que en una bacteria, cercanos a 150 nucleótidos de 
longitud. Como en la DNA polimerasa III de E. coli, la polime- 
rasa que replica el DNA eucariota está presente como un dímero, 
lo que sugiere que las cadenas adelantada y retrasada se sinteti- 
zan de manera coordinada por un solo complejo de replicación o 
replisoma (fig. 13-210). 

En la actualidad se han aislado las cinco DNA polimerasas 
“típicas” de las células eucariotas y se conocen como a, B, y, ô, e. 
De estas enzimas, la polimerasa y replica el DNA mitocondrial 
y la B funciona en la reparación del DNA. Las otras tres polime- 
rasas tienen funciones de replicación. La polimerasa a está muy 
relacionada con la primasa y juntas inician la síntesis de cada 
fragmento de Okazaki. La primasa comienza la síntesis por el 
ensamble de un iniciador corto de RNA, el cual se amplía por 
la adición de unos 20 desoxirribonucleótidos por medio de la 
polimerasa a. Se cree que la polimerasa $ es la principal enzima 
sintetizadora de DNA durante la replicación de la cadena reza- 
gada, mientras que la polimerasa e se considera la principal en- 
zima sintetizadora de DNA durante la replicación de la cadena 
líder. De la misma manera que la principal enzima de replicación 
de E. coli, las polimerasas ò y e requieren una “pinza deslizante” 
que mantiene unida la enzima al DNA y ello hace posible a ésta 
moverse de manera continua a lo largo de la plantilla. La pinza 
deslizante de las células eucariotas es muy similar en estructura y 
función a la pinza fl de la polimerasa III de E. coli que se muestra 
en la figura 13-14. En eucariotas, la pinza deslizante se conoce 
como PCNA. El cargador de pinza que coloca a la PENA sobre 
el DNA se llama REC y es análogo al complejo cebador de pinza 
de la polimerasa III de E. coli. Después de sintetizar un inicia- 
dor de RNA-DNA, la polimerasa a se sustituye en la unión de 
plantilla e iniciador por el complejo POCNA-polimerasa $, que 
completa la síntesis del fragmento de Okazaki. Cuando la poli- 
merasa O alcanza el extremo 5' del fragmento de Okazaki recién 
sintetizado, la polimerasa continúa a lo largo de la plantilla de la 
cadena seguidora, desplazando al iniciador (que se muestra como 
una aleta verde en la fig. 13-214). Una endonucleasa (FEN-1) 
corta del DNA recién sintetizado el iniciador desplazado, y una 
DNA ligasa sella la muesca resultante en el DNA. Se cree que 
FEN-1 y la DNA ligasa se atraen a la horquilla de replicación 
mediante la interacción con la pinza deslizante PCNA. De he- 
cho, se cree que PCNA tiene una participación importante en la 
orquestación de los fenómenos que ocurren durante la replica- 
ción, reparación y recombinación del DNA. Por esta capacidad 
para unirse con un conjunto diverso de proteínas, PCNA se ha 
denominado “cinturón de herramientas moleculares”. 

Como las polimerasas procariotas, todas las polimerasas de 
eucariotas construyen cadenas de DNA en una dirección 5' > 3' 
al agregar nucleótidos a los grupos hidroxilo 3' y ninguno de 


éstos es capaz de iniciar la síntesis de un DNA sin un iniciador. 
Las polimerasas y, Ú y e poseen una exonucleasa 3' > 5', cuya 
actividad de lectura y corrección garantiza que esta replicación 
ocurra con una gran eficiencia. Otras DNA polimerasas dife- 
rentes (entre ellas n, k y 1) poseen una función especializada que 
permite a las células replicar el DNA dañado como se describe 
en la página 558. 


Replicación y estructura nuclear Hasta este punto del ca- 
pítulo, las ilustraciones de la replicación muestran a una polime- 
rasa replicante que se mueve como una locomotora a lo largo de 
una vía estacionaria de DNA. Sin embargo, el aparato de repli- 
cación consiste en un complejo de proteínas que opera dentro de 
los confines de un núcleo estructurado. Mucha evidencia sugiere 
que la maquinaria de replicación está presente en estrecha co- 
nexión con la lámina nuclear (pág. 477) y con la matriz nuclear 
(pág. 499). Cuando las células se someten a pulsos muy cortos 
de precursores de DNA radiactivo, más de 80% de la marca in- 
corporada se vincula con la matriz nuclear. Si en lugar de fijar las 
células inmediatamente después del pulso se les permite incor- 
porar precursores de DNA no marcado por 1 h o más antes de la 
fijación, la mayor parte de la radiactividad se detecta en la matriz, 
en las asas del DNA circundante. Este último hallazgo sugiere 
que más que permanecer estacionario, el DNA en replicación se 
mueve como un convoy a través de un aparato de replicación 
inmóvil (fig. 13-22). 

Estudios adicionales señalan que la horquilla de replicación 
activa en un momento particular no se distribuye de forma alea- 
toria a través del núcleo celular; en realidad, se localiza en 50 a 
250 sitios, conocidos como lugares de replicación (fig. 13-23). 
Se estima que cada uno de los puntos luminosos rojos indicados 


FIGURA 13-22 Función de la matriz nuclear en la replicación del DNA. 
Los orígenes de la replicación se muestran como puntos negros y las flechas 
indican la dirección del crecimiento de las cadenas. De acuerdo con este 
modelo esquemático, la maquinaria de replicación no se mueve a lo largo 
de segmentos estacionarios de DNA, pero el DNA se impulsa a través del 
aparato de replicación que está unido firmemente a la matriz nuclear. 


FIGURA 13-23 Demostración de que las actividades de replicación no 
se realizan de manera aleatoria en el núcleo, pero se confinan a dis- 
tintos sitios. Antes del comienzo de la síntesis del DNA al principio 
de la fase S, diferentes factores requeridos para el inicio de la replicación 
se ensamblan en sitios discretos dentro del núcleo y forman centros de 
prerreplicación. Los sitios se observan como pequeños objetos rojos en 
la micrografía teñida con un anticuerpo fluorescente dirigido contra el 
factor de replicación A (RPA), el cual es una proteína de unión del DNA 
de cadena sencilla requerida para comenzar la replicación. Otros fac- 
tores de replicación, como el PCNA y el complejo polimerasa-primasa 
también se localizan en estos sitios. (TOMADA DE YASUHISA ÁDACHI 
y UnricH K. Laemmtt, EMBO J. voL. 13, CUBIERTA NÚM. 17, 1994.) 


(2) 


Nucleosoma 
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en la figura 13-23 contiene alrededor de 40 horquillas de repli- 
cación que incorporan nucleótidos en las cadenas de DNA de 
manera simultánea. El agrupamiento de asas de horquillas 
de replicación puede proveer un mecanismo para la coordina- 
ción de la replicación de los replicones adyacentes en cromoso- 
mas individuales (como se muestra en la figura 13-19). 


Estructura y replicación de la cromatina Los cromosomas 
de las células eucariotas consisten en DNA unido en complejos 
con conjuntos regulares de proteínas histonas que se presentan 
en forma de nucleosomas (pág. 481). Se cree que el movimiento 
de la maquinaria de replicación a lo largo del DNA desplaza a 
los nucleosomas que se encuentran en su trayecto. Aun así, el 
examen de la molécula de DNA en replicación con el microsco- 
pio electrónico revela nucleosomas en las dos parejas hijas muy 
cerca de la horquilla de replicación (fig. 13-24a), lo que indica 
que el nuevo ensamble de los nucleosomas es un fenómeno muy 
rápido. En conjunto, los nucleosomas que se forman durante 
el proceso de replicación están formados por una mezcla más 
o menos equivalente de moléculas de histona heredadas de los 
cromosomas de los progenitores y moléculas de histona recién 
sintetizadas. Recuérdese que en la página 482 se indicó que el 
octámero central de histona de un nucleosoma consiste en un 
tetrámero (H3H4), junto con un par de dímeros H2A/H2B. La 
forma en que los nucleosomas parentales se distribuyen durante 
la replicación ha sido tema de debate reciente. Según una línea 
de investigación, los tetrámeros (H3H4), presentes antes de la 
replicación permanecen intactos y se distribuyen en forma alea- 
toria entre las dos parejas hijas. Como resultado, parece que los 
tetrámeros (H3H4), antiguos y nuevos se mezclan en la molé- 
cula de DNA de cada hija, como indica el modelo mostrado en 
la figura 13-244. Según este modelo, los dos dímeros H2A/H2B 
de cada nucleosoma parental no permanecen juntos cuando la 
horquilla de replicación se mueve por la cromatina, sino que los 
dímeros H2A-H2B de un nucleosoma se separan y se unen al 


(H3H4), 


H2A/H2B 
H2A/H2B 


i FIGURA 13-24 Distribución de complejos de núcleos de histona a las cadenas hijas después de la repli- 


z cación. (a) Micrografía electrónica de la cromatina aislada de un núcleo en división rápida del embrión de 


Drosophila en el que se muestra un par de horquillas de replicación (fechas) que se alejan una de la otra en 
: direcciones opuestas. Entre las dos horquillas de replicación se observan regiones de DNA nuevamente re- 


plicado ya cubiertas por partículas nucleosomales con una densidad semejante a la de las cadenas parentales 


que todavía no han sufrido la replicación. (4) Diagrama esquemático de la configuración de los nucleosomas 
después de la replicación del DNA. Cada partícula nuclear del nucleosoma en el esquema se compone de un 
E tetrámero (H3H4), central flanqueado por dos dímeros H2A/H2B. Las histonas presentes en los nucleoso- 


mas parentales antes de la replicación se indican en azul; las histonas recién sintetizadas aparecen en rojo. De 
acuerdo con este modelo, los tetrámeros parentales (H3H4), permanecen intactos y se distribuyen al azar en 


ambas parejas hijas. En cambio, los pares de dímeros H2A/H2B presentes en los nucleosomas parentales se 
separan y recombinan al azar con los tetrámeros (H3H4), en las parejas hijas. Ya se presentaron otros modelos 
en los que el tetrámero parental (H3H4), se divide a la mitad mediante una chaperona de histona y los dos 
dímeros H3-HA resultantes se distribuyen en cadenas de DNA diferentes (descrito en Cel 128:721, 2007 y 
Trends Cell Biol. 19:29, 2009). (a: POR CORTESÍA DE STEVEN L. McKn1cGHT y Oscar L. MiLtER, Jr.) 


(a) 
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azar con los tetrámeros (H3H4), nuevos y antiguos ya presen- 
tes en las parejas hijas (fig. 13-245). Según otro punto de vis- 
ta, el tetrámero (H3H4), de los nucleosomas parentales puede 
dividirse en dos dímeros H3-H4, cada uno de los cuales pue- 
de combinarse con un dímero H3-HA recién sintetizado para 
formar un tetrámero mixto (H3H4),, que luego se ensambla con 
dímeros H2A-H2B. Sin importar el patrón con el que ocurra, el 
ensamble por pasos de los nucleosomas y su espaciado ordenado 
en el DNA se facilita por una red de proteínas accesorias. Entre 
estas proteínas se incluyen varias chaperonas de histona capaces 
de aceptar histonas parentales o recién sintetizadas y transferirlas 
a cadenas hijas. La mejor estudiada de estas chaperonas de histo- 
na, CAF-1, se atrae a la horquilla de replicación en movimiento 
mediante una interacción con la pinza deslizante PCNA. 


REVISIÓN 


1. La propuesta original de Watson y Crick para la 
replicación del DNA predecía la síntesis continua de 
las cadenas de DNA. ¿Cómo y por qué este concepto 
se ha modificado en los años posteriores? 

2. ¿Qué significa que la replicación sea semiconservadora?, 
¿cómo se demostró esta propiedad de la replicación en 
células bacterianas y células eucariotas? 

3. ¿Por qué no existen cadenas pesadas en la parte superior 
de los tres tubos de centrifugación de la figura 13-34? 

4. ¿Cómo es posible obtener mutantes cuyos defectos se 
localizan en genes que se requieren para la actividad 
esencial como la replicación del DNA? 

5. Describa los sucesos que ocurren en el origen de 
la replicación durante el inicio de la replicación en 
las células de levadura. ¿Cuál es el sentido de que la 
replicación sea bidireccional? 

6. ¿Qué hace que las moléculas de DNA que se muestran 
en la figura 13-74 sean incapaces de estimular la poli- 
merización de nucleótidos por medio de la DNA po- 
limerasa 1?, ¿qué propiedades de una molécula de DNA 
permiten que sirva como plantilla para la incorporación 
de nucleótidos por medio de la DNA polimerasa I? 

7. Describa los mecanismos de acción de las DNA poli- 
merasas que operan en las dos cadenas de DNA plan- 
tilla y el efecto que éste tiene en la síntesis de la cadena 
retrasada en comparación con la cadena adelantada. 

8. Compare la función de las DNA polimerasas 1 y III en 
la replicación bacteriana. 

9. Describa las funciones de la DNA helicasa, proteínas 
SSB, pinza beta, DNA girasa y DNA ligasa durante la 
replicación en las bacterias. 

10. ¿Cuál es la consecuencia de que el DNA de molde 
para la cadena retrasada forme un asa sobre sí misma 
como se muestra en la figura 13-134? 

11. ¿Por qué las dos actividades de exonucleasa de la 
DNA polimerasa I difieren entre sí?, ¿cuáles son sus 
funciones respectivas en la replicación? 

12. Describa los factores que contribuyen a la gran 
fidelidad durante la replicación del DNA. 

13. ¿Cuál es la principal diferencia entre las bacterias y los 
eucariotas que le permite a éstos replicar su DNA en 
un tiempo razonable? 


13.2 REPARACIÓN DEL DNA 


La vida en la Tierra está sujeta a múltiples fuerzas destructi- 
vas que se originan en el interior y el ambiente externo de un 
organismo. De todas las moléculas en una célula, el DNA está 
colocado en la posición más precaria. Por un lado, es esencial que 
la información genética permanezca de manera primordial sin 
cambio conforme ésta pasa de una célula a la siguiente y de un 
individuo a otro. Por otra parte, el DNA es una de las moléculas 
celulares más susceptible al daño ambiental. Cuando se afecta 
por radiación ionizante, el esqueleto de la molécula de DNA su- 
fre con frecuencia roturas; cuando se expone a diversos reactivos 
químicos, algunos de los cuales se generan por el metabolismo 
de la célula misma, las bases de una molécula de DNA pueden 
alterarse de manera estructural; cuando se someten a radiación 
de tipo ultravioleta, las pirimidinas adyacentes en las cadenas 
de DNA tienden a interactuar entre sí para formar complejos 
covalentes y crear un dímero (fig. 13-25). De igual forma, la 
absorción de energía térmica producida por el metabolismo es 
suficiente para eliminar las bases de adenina y guanina de su 
unión a los azúcares en el esqueleto de DNA. ¡La magnitud 
de estas alteraciones espontáneas, o lesiones, puede reconocerse si 
se considera que cada célula de un mamífero de sangre caliente 
pierde alrededor de 10000 bases por día! La falla para reparar 
estas lesiones produce anomalías permanentes, o mutaciones, en 
el DNA. Si la mutación tiene lugar en una célula destinada a 
ser un gameto, la alteración genética puede pasar de una gene- 
ración a la próxima. Las mutaciones también tienen efectos en 
las células somáticas (p. ej., células que no pertenecen a la línea 
germinal): pueden interferir con la transcripción y la replicación, 
lo que causa la transformación maligna de una célula o acelera el 
proceso por medio del cual un organismo envejece. 

Al considerar las consecuencias potencialmente lesivas de 
las alteraciones en las moléculas del DNA y la elevada frecuencia 
con que suceden, es esencial que las células posean mecanismos 
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FIGURA 13-25 Un dímero de pirimidina formado dentro del DNA dú- 


plex después de la radiación con luz ultravioleta. 


para reparar el DNA dañado. De hecho, las células tienen una 
amplia variedad de sistemas de reparación que corrigen casi cual- 
quier tipo de daño al cual una molécula de DNA es vulnerable. 
Se ha estimado que menos de un cambio de base en miles esca- 
pa a los sistemas de reparación en una célula. La existencia de 
estos sistemas provee un excelente ejemplo de los mecanismos 
moleculares que mantienen la homeostasis celular. La importan- 
cia de la reparación del DNA puede reconocerse al examinar las 
consecuencias que tiene en los seres humanos el resultado de las 
deficiencias en la reparación del DNA, un tema que se revisa en 
la sección Perspectiva humana en la página 556. 

Tanto las células procariotas como las eucariotas poseen una 
variedad de proteínas que recorren extensos tramos de DNA y 
buscan alteraciones químicas o distorsiones sutiles del DNA dú- 
plex. En algunos casos, el daño puede repararse de modo directo. 
Por ejemplo, los seres humanos tienen enzimas que pueden re- 
parar de forma inmediata el daño producido por agentes alqui- 
lantes capaces de causar cáncer. Sin embargo, la mayoría de los 
sistemas de reparación requiere que la sección dañada del DNA 
se elimine, esto es, se remueva de manera selectiva. Una de las 
grandes virtudes del DNA dúplex es que cada cadena contiene la 
información necesaria para la construcción de su contraparte. En 
consecuencia, si uno o más nucleótidos se eliminan de una cade- 
na, la cadena complementaria puede servir como plantilla para 
la reconstrucción del dúplex. La reparación del daño del DNA 
en células eucariotas es complicada por la inaccesibilidad relativa 
del DNA dentro de las fibras de cromatina plegadas del núcleo. 
Como en el caso de la transcripción, la reparación del DNA re- 
quiere de máquinas que remodelan la cromatina, como enzimas 
modificadoras de histonas y complejos remodeladores de nucleo- 
somas que se exponen en la página 517. Aunque es de esperar 
que sean importantes en la reparación del DNA, los cometidos 
de estas proteínas no se consideran en la siguiente exposición. 


Escisión de nucleótidos y reparación 


La reparación de la escisión nucleotídica (NER, nucleotide ex- 
cision repair) opera por un mecanismo de corte y pegado que 
elimina diversas lesiones voluminosas, incluidos los dímeros de 
pirimidina y los nucleótidos en los cuales distintos grupos quí- 
micos se unen. Se conocen dos vías de NER: 


1. Una vía acoplada a la transcripción en la cual las cadenas de 
DNA plantilla de los genes que se transcriben de forma 
activa se reparan de manera preferencial. La reparación de 
una cadena plantilla ocurre al parecer a medida que el DNA 
se transcribe y la presencia de la lesión puede señalarla una 
RNA polimerasa atorada. Esta vía de reparación preferencial 
garantiza que estos genes de gran importancia para la célula, 
que son los genes que la célula transcribe de manera activa, 
reciban la prioridad más alta en la “lista de reparación”. 

2. Un mecanismo lento y menos eficiente es la vía genómica glo- 
bal que corrige las cadenas de DNA en el resto del genoma. 


A pesar de que el reconocimiento de la lesión lo realizan qui- 
zá diferentes proteínas en las dos vías de NER (paso 1, fig. 13-26), 
los pasos que suceden durante la reparación de la lesión son muy 
similares, como se indica en los pasos 2 a 6 de la figura 13-26. 
Un componente clave de la maquinaria de reparación NER es 
el factor TFIIH, una gran proteína que también participa en el 
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inicio de la transcripción. El descubrimiento de la participación 
de TFIIH estableció un nexo crucial entre la transcripción y la 
reparación del DNA, dos procesos que antes ya se asumía que 
eran independientes el uno del otro. Incluidas dentro de las di- 
ferentes subunidades de TFIIH están dos subunidades (XPB y 
XPD) que poseen actividad de helicasa; estas enzimas separan las 
dos cadenas del dúplex (paso 2, fig. 13-26) en la preparación para 
la eliminación de las lesiones. Un par de endonucleasas (paso 3) 
corta entonces la cadena dañada en ambos lados de la lesión y el 
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FIGURA 13-26 Reparación de la escisión de nucleótido. Los siguientes 
pasos se muestran en el diagrama y se describen en el texto: 1) el reco- 


nocimiento del daño en la vía global lo media una proteína XPC, pero 
el reconocimiento del daño en las vías acopladas a la transcripción tiene 
quizás la mediación de una RNA polimerasa en conjunción con una 
proteína CSB; 2) separación de las cadenas de DNA (por medio de las 
proteínas XPB y XPD, dos subunidades de helicasa de TFIIH); 3) corte 
(mediante la proteína XPG en el extremo 3' y el complejo XPF-ERCC1 
en el extremo 5'); 4) eliminación; 5) reparación del DNA por medio de 
la síntesis (a través de una DNA polimerasa delta o épsilon); y 6) liga- 
ción (mediante una DNA ligasa I). 
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segmento de DNA se elimina (paso 4). Una vez suprimido, el 
espacio se reocupa por medio de una DNA polimerasa (paso 5) y 
la cadena se liga por medio de una DNA ligasa (paso 6). 


Reparación por escisión de bases 


Un sistema de reparación por escisión elimina los nucleótidos 
alterados generados por los reactivos químicos presentes en la 
dieta o por el metabolismo. Los pasos en esta vía de reparación 
en eucariotas, que recibe el nombre de reparación por escisión 
de bases (BER, ¿ase excision repair), se muestran en la figura 
13-27. El proceso de BER lo inicia una DMA glucosilasa que re- 
conoce la alteración (paso 1, fig. 13-27) y remueve la base por 
medio del corte del enlace glucosídico que une la base al azúcar 
de desoxirribosa (paso 2). Se han identificado diferentes glucosi- 
lasas de DNA, cada una de ellas más o menos específica para un 
tipo en particular de base alterada, incluidos el uracilo (formado 
por la remoción hidrolítica del grupo amino de la citosina), la 
8-oxoguanina (secundaria al daño de radicales libres del oxígeno, 
página 34) y la 3-metiladenina (generada por la transferencia de 
un grupo metilo de un donador de metilo, página 431). 

Los estudios estructurales de la DNA glucosilasa que retira 
la 8-oxoguanina (oxoG) mutágena indican que esta enzima di- 
funde con rapidez por el DNA e “inspecciona” cada uno de los 
pares de bases G-C en el DNA dúplex (fig. 13-28, paso 1). En 
el paso 2, la enzima pasó por un par de bases oxoG-C. Cuando 
esto ocurre, la enzima inserta una cadena lateral de aminoácido 
específica en la hélice de DNA, lo que hace que el nucleótido 
rote (“se voltee”) 180 grados fuera de la hélice de DNA y quede 
dentro del cuerpo de la enzima (paso 2). Si en realidad el nucleó- 
tido contiene una oxoG, la base se ajusta en el sitio activo de la 
enzima (paso 3) y se divide de su azúcar relacionado. En cambio, 
si la base extruida es una guanina normal, que sólo difiere en 
estructura de la oxoG por dos átomos, es incapaz de embonar 
en el sitio activo de la enzima (paso 4) y es devuelta a su posición 
apropiada dentro de la pila de bases. Una vez que la purina o 
pirimidina alteradas se eliminan, el remanente “decapitado” de 
la desoxirribosa de fosfato en el sitio se suprime por la acción 
combinada de una endonucleasa especializada (AP) y una DNA 
polimerasa. La AP corta el esqueleto de DNA (fig. 13-27, paso 
3) y la actividad de fosfodiesterasa de la polimerasa B elimina el 
azúcar-fosfato remanente que estaba unido a la base eliminada 
(paso 4). La polimerasa B ocupa entonces el espacio al insertar 
un nucleótido complementario a la cadena no dañada (paso 5) 
y la cadena se liga por medio de una DNA ligasa III (paso 6). 

El hecho de que la citosina pueda convertirse en uracilo 
puede explicar porqué la selección natural favoreció el uso de la 
timina, más que el uracilo, como una base del DNA, a pesar de 
que el uracilo estuvo al parecer presente en RNA cuando éste sir- 
vió como material genético durante la evolución temprana de la 
vida (pág. 448). Si el uracilo se hubiera retenido como una base de 
DNA habría causado dificultades en los sistemas de reparación 
para distinguir entre un uracilo “relacionado” con un sitio parti- 
cular y uno que se generó a partir de una alteración de la citosina. 


Reparación de la unión deficiente 

Ya se mencionó que las células pueden eliminar bases mal unidas 
incorporadas por la DNA polimerasa y las que se escapan de la 
lectura y corrección por medio de la enzima exonucleasa. Este 
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FIGURA 13-27 Reparación de la escisión de bases. Los pasos se des- 
criben en el texto. Se conocen otras vías para el BER y se ha mostrado 
que este mecanismo posee otras vías acopladas para la transcripción y 
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FIGURA 13-28 Detección de daños de bases durante la BER. En el 
paso 1, una DNA glucosilasa (llamada hOGG1) inspecciona una base 
pareada con citosina. En el paso 2, la base es proyectada fuera del DNA 
dúplex. En este caso, la base resulta ser una versión oxidada de guanina, 
la 8-oxoguanina, y tiene la capacidad de embonar en el sitio activo de la en- 
zima (paso 3) en el punto en que se escinde de su azúcar acompañante. 
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Los pasos posteriores de la BER se mostraron en la figura 13-27. En el 
paso 4, el azúcar extruido es una guanina normal, que no embona en el 
sitio activo de la glucosilasa y es devuelta a la pila de bases. (BASADA EN 
UNA FIGURA DE S. S. DAVID, CON AUTORIZACIÓN DE NATURE 434:569, 
2005; O coryricHT 1005 por MacMILLAN MAGAZINES LIMITED.) 


proceso se conoce como reparación de la unión deficiente. Un 
apareamiento erróneo de pares de bases causa una distorsión en 
la geometría de la doble hélice que puede reconocer una enzima 
de reparación. Empero, ¿de qué forma la enzima par “reconoce” 
qué miembro del apareamiento erróneo es el nucleótido inco- 
rrecto? Si se eliminara uno de los nucleótidos al azar, debería 
haber una probabilidad de cometer error en el 50% de las veces, 
lo que crearía una mutación permanente en el sitio. Por lo tanto, 
para reparar el problema del apareamiento erróneo luego que la 
DNA polimerasa pasa por el sitio, es indispensable que el siste- 
ma de reparación pueda distinguir la cadena recién sintetizada 
que contiene nucleótido incorrecto de la cadena progenitora que 
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(a) 
FIGURA 13-29 Reparación de la rotura de doble cadena por medio de la 


unión de extremos no homólogos. (a) En este modelo simplificado de 
la reparación de la rotura de la doble cadena, una proteína heterodimérica 
en forma de anillo llamada Ku detecta la lesión (paso 1) y se une a los 
extremos rotos del DNA (paso 2). La proteína Ku unida al DNA recluta 
a otra proteína, denominada DNA-PK., la cual es la subunidad catalítica 
de una cinasa dependiente de DNA (paso 3). La mayoría de los sustratos 
fosforilados por esta cinasa de proteína se desconocen. Estas proteínas 
mantienen juntos los extremos del DNA roto en una forma tal, que es 
posible que los una la DNA ligasa IV para regenerar un DNA dúplex 
intacto (paso 4). La vía NHEJ también podría incluir las actividades de 


posee el nucleótido correcto. En E. coli, las dos cadenas se dis- 
tinguen por la presencia de residuos de adenosina metilados en 
la cadena parental. Parece que el sistema MMR de los eucariotas 
no utiliza la metilación de DNA y aún no se conoce el meca- 
nismo de identificación de la cadena recién sintetizada. Se han 
identificado varias vías MMR distintas, que no se describen aquí. 


Reparación de la rotura de doble cadena 


Los rayos X, los rayos gamma y las partículas liberadas por los 
átomos radiactivos se describen como radiación ionizante porque 
generan iones que atraviesan la materia. Millones de rayos gam- 
ma pasan a través del cuerpo cada minuto. Cuando estas formas 
de radiación colisionan con una molécula frágil, como el DNA, 
provocan a menudo roturas en ambas cadenas de la doble hélice. 
Las roturas de la doble cadena (DSB) también pueden deberse 
a ciertos químicos, incluidos los utilizados en la quimioterapia 
del cáncer (p. ej., bleomicina) y radicales libres generados por el 
metabolismo normal de la célula (pág. 34). Las DSB también 
se inducen durante el daño al DNA en la replicación. Una sola 
rotura de la doble cadena puede causar anomalías cromosómicas 
serias y, al final, letales para las células. Las DSB pueden repa- 
rarse por medio de diferentes vías alternas. La vía principal en 
las células de mamíferos se llama unión de extremos no homólogos 
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nucleasas y polimerasas (no mostradas), y es más proclive al error que 
la vía homóloga de recombinación de reparación de DSB. (5) Análisis 
temporal de la localización de Ku en sitios de formación de DSB indu- 
cida por la irradiación con microhaces láser en un sitio indicado por las 
puntas de flecha. La proteína Ku NHEJ se localiza en el sitio del daño 
inmediatamente después de la irradiación pero sólo permanece ahí un 
breve instante, que se supone es lo que dura la reparación del daño. Las 
micrografías se tomaron 1) inmediatamente después, 2) a las 2 h y 3) 8 
h después de la irradiación. (B: TOMADA DE JonG-Soo KIM ET AL., COR- 
TESÍA DE Kyoko YokomoR1, J. CELL BroL. 170:344, 2005; CON AUTORI- 
ZACIÓN DEL TITULAR DEL COPYRIGHT, LA ROCKEFELLER UNIVERSITY.) 
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(VHE])), en la cual un complejo de proteínas se une a los extre- 
mos rotos del DNA dúplex y cataliza una serie de reacciones que 
de nueva cuenta unen las cadenas rotas. Los pasos que suceden 
durante la NHEJ se describen en la figura 13-294. La figura 
13-296 muestra los núcleos de fibroblastos humanos previa- 
mente tratados con láser para inducir un grupo localizado de 
rotura de la doble cadena y luego teñidos para detectar la presen- 
cia de la proteína Ku en varios instantes después del tratamiento 
con láser. Se observa que esta proteína de reparación NHEJ se 
localiza en el sitio de las DSB inmediatamente después de su 
aparición. Otra vía de reparación DSB incluye la recombinación 
genética y es considerablemente más compleja. Los pasos que 
ocurren durante la recombinación homóloga son similares a los 


de la recombinación genética mostrados en la figura 14-47. Los 
defectos en ambas vías de reparación se han vinculado con un 
incremento de la susceptibilidad al cáncer. 


REVISIÓN 


1. Compare los sucesos de la reparación de la escisión de 
nucleótidos y la reparación de la escisión de bases. 

2. ¿Por qué es importante en la reparación del 
apareamiento erróneo que la célula distinga las cadenas 
parentales de las cadenas nuevamente sintetizadas?, 
¿cómo se lleva a cabo lo anterior? 


PERSPECTIVA HUMANA 


Consecuencias de las deficiencias del sistema 


de reparación del DNA 


Nuestra existencia es posible por la luz solar, que suministra la energía 
captada durante la fotosíntesis. Sin embargo, el sol también emite una 
corriente continua de rayos ultravioleta que envejece y provoca mutacio- 
nes en las células de la piel. Los efectos nocivos del sol se muestran de 
manera más notable al analizar una rara enfermedad genética recesiva, 
el xeroderma pigmentoso (XP). Los pacientes con XP poseen un sistema 
de reparación deficiente que no puede remover segmentos de DNA da- 
ñados por la radiación ultravioleta. Como resultado, las personas con XP 
son muy sensibles a la luz solar; incluso la exposición muy limitada a los 
rayos directos del sol puede ocasionar la aparición de un gran número de 
manchas pigmentadas de color oscuro sobre las regiones expuestas del 
cuerpo (fig. 1) y un riesgo elevado de desarrollar cánceres de piel letales 
y desfigurantes. Para los individuos con XP es útil el uso de cremas (Di- 


FIGURA 1 Son evidentes las regiones pigmentosas oscuras de la piel en 
este niño con xeroderma pigmentoso. El área de la piel por debajo del 
mentón se encuentra protegida del sol y no muestra ninguna lesión. 
(Ken GrEER/VISUALS UNLIMITED.) 


mericine) dérmicas que contienen una enzima bacteriana que repara el 
DNA. Esta enzima está contenida en liposomas que al parecer penetran 
la capa externa de la piel y participan en la reparación del DNA. 

ElXP no es el único trastorno genético caracterizado por deficien- 
cia del sistema de reparación de la escisión de nucleótidos. El síndrome 
de Cockayne (CS) es una alteración hereditaria reconocible por una 
sensibilidad aguda a la luz, alteraciones neurológicas secundarias como 
la desmielinización de neuronas y anomalías del desarrollo, aunque con 
incremento escaso o nulo de padecer cáncer de piel. Las células de las 
personas con CS son deficientes en la vía preferencial por medio de la 
cual se repara un DNA activo desde el punto de vista transcripcional 
(pág. 553). El resto del genoma se repara a una tasa normal, lo que al 
parecer explica porqué estos individuos no están sujetos a mayor pro- 
babilidad de cáncer dérmico. ¿Por qué las personas con deficiencias en 
el mecanismo de reparación están sometidas a alteraciones específicas 
como el enanismo? En la mayor parte de los casos de CS puede encon- 
trarse una mutación en uno de los dos genes, ya sea CSA o CSB, que 
participan en el acoplamiento de la transcripción a la reparación del 
DNA (fig. 13-26). Las mutaciones en estos genes, además de afectar la 
reparación del DNA, también pueden alterar la transcripción de ciertos 
genes y llevar al retraso del crecimiento y un desarrollo anormal del 
sistema nervioso. Esta posibilidad la apoya el hallazgo de que en algu- 
nos casos los síntomas de CS también pueden observarse en personas 
con XP que portan mutaciones específicas en el gen XPD. Como se 
señaló en la página 553, el gen XPD codifica a una subunidad de un 
factor de transcripción TFIIH requerido para el inicio de la transcrip- 
ción. Las mutaciones en el gen XPD podrían llevar a los defectos de la 
reparación del DNA y la transcripción. Ciertas mutaciones en el gen 
XPD causan otra enfermedad, la tricotiodistrofia (TTD), que también 
combina síntomas sugestivos de defectos en la reparación del DNA y 
la transcripción. Al igual que los pacientes con CS, los individuos con 
TTD muestran mayor sensibilidad a la luz solar pero sin el riesgo incre- 
mentado de desarrollar cáncer. Los enfermos con TTD sufren síntomas 
adicionales que incluyen pelo quebradizo y piel con escamas. Tales datos 
indican que los tres padecimientos distintos (XP, CS y TTD) se deben 
a defectos en un solo gen, con la enfermedad determinada de manera 
particular por las mutaciones específicas presentes en el gen. Estudios 
estructurales de moléculas XPD mutantes sugieren que estas distintas 
mutaciones afectan las funciones de la proteína. 

En otra parte de este libro se describieron las circunstancias que 
conducen al envejecimiento prematuro (o acelerado) en seres humanos 
o modelos animales: como resultado de 1) el aumento de los radicales li- 


bres (pág. 34), 2) incremento de las mutaciones en el DNA mitocondrial 
(pág. 202) y 3) por mutaciones en una proteína de la envoltura nuclear 
(pág. 477). En 2006, un niño de 15 años de edad que sufría quemaduras 
solares frecuentes y ciertas características de envejecimiento prematuro 
llamó la atención de investigadores clínicos. El análisis genético mostró 
que el niño portaba una mutación en el gen XPF, cuya proteína codi- 
ficada hace uno de los cortes en la vía NER (fig. 13-26). Los pacientes 
con mutaciones leves en XPF desarrollan XP y tienen NER anormal. 
Este niño tenía una mutación más grave en el gen XPF, lo que hacía 
que sus células fueran incapaces de reparar los enlaces covalentes que se 
forman en ocasiones entre las dos cadenas de un DNA dúplex. Los es- 
tudios en las células del paciente, así como en ratones con una mutación 
correspondiente, sugerían que los enlaces no reparados aumentaban la 
muerte celular (apoptosis), lo que promueve el envejecimiento prematu- 
ro en forma directa o indirecta. Según una hipótesis, los defectos en los 
sistemas de reparación de DNA que conducen sobre todo a un aumento 
en la velocidad de mutación de las células se relacionan con una mayor 
susceptibilidad al cáncer, mientras que los defectos en los sistemas de 
reparación del DNA que conducen principalmente a la muerte celular 
se relacionan con envejecimiento acelerado.* Aún se debate si alguno de 
estos síndromes de envejecimiento prematuro aporta información sobre 
los mecanismos del envejecimiento normal. 

Las personas con alteraciones de la reparación del DNA no son 
los únicos individuos que deben preocuparse acerca de la exposición al 
sol. Incluso en células de la piel cuyas enzimas de reparación funcionan 
a niveles óptimos, cierta fracción de las lesiones no se elimina y sustitu- 
ye. Las alteraciones del DNA pueden ocasionar mutaciones capaces de 
convertir una célula en maligna. Así, una consecuencia de la corrección 
incompleta del daño inducido por luz ultravioleta es el riesgo de cán- 
cer de piel. Considérense las siguientes estadísticas: más de 1 millón de 
personas desarrollan una de las tres formas de cáncer cutáneo cada año 
en Estados Unidos y algunos de estos casos se atribuyen a la exposición 
excesiva a los rayos ultravioleta del sol. Por fortuna, las dos formas más 
comunes de cáncer de la piel (carcinoma de células basales y carcinoma 
celular escamoso), rara vez se diseminan a otras partes del cuerpo y por 


“Por diversas razones, no se ha mencionado en esta revisión que dos de los 
genes que con mayor frecuencia causan síndromes de envejecimiento prematuro 
codifican miembros de un tipo particular de la familia de DNA helicasa 
llamadas helicasas RecQ. Los genes en cuestión son WANy BLM, que cuando 
mutan causan las enfermedades hereditarias síndrome de Werner y síndrome 
de Bloom, respectivamente, caracterizados por aumento en el riesgo de cáncer 
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y rasgos de envejecimiento acelerado. Se sugiere que estas helicasas participan 
en ciertos tipos de escisión de bases y en las vías de reparación de DSB. Parecen 
tener importancia particular en la solución de situaciones en las que la DNA 
polimerasa se atasca en alguna lesión y la horquilla de replicación “colapsa” (se 
desensambla). El tema se trata en Trends Biochem. Sci. 33:609, 2008. 

, 


13.3 ENTRE LA REPLICACIÓN 
Y LA REPARACION 


La sección Perspectiva humana describe una enfermedad here- 
ditaria (el xeroderma pigmentoso [XP]), que provoca incapaci- 
dad para reparar ciertas lesiones consecutivas a la exposición a 
la radiación ultravioleta. Los sujetos con la forma “típica” del XP 
tienen un defecto en uno de los siete genes que intervienen en la 
reparación de la escisión de nucleótidos (pág. 553). Estos genes se 
designan como XPA, XPB, XPC, XPD, XPE, XPFy XPG y algu- 
nas de sus funciones en el NER se indican en el pie de la figura 
13-26. Se ha identificado a otro grupo de individuos que, tal y 
como los que padecen XP, es muy susceptible a desarrollar cáncer 
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lo general pueden eliminarse en el consultorio. Estos dos tipos de tumo- 
ración se originan en las células epiteliales de la piel. 

Sin embargo, el melanoma maligno, un tercer tipo de cáncer de la 
piel, es un asesino potencial. A diferencia de los otros, los melanomas 
se desarrollan a partir de las células pigmentarias de la piel. El número 
de casos de melanoma diagnosticados en Estados Unidos se ha incre- 
mentado a una velocidad alarmante hasta 4% por año debido a la mayor 
cantidad de horas que la gente se expone al sol en las últimas décadas. 
Los estudios sugieren que uno de los factores más importantes de riesgo 
para desarrollar melanoma en un adulto es la presencia de quemaduras 
solares en la infancia o la adolescencia. Las personas con mayor riesgo 
son caucásicas con piel muy clara. Muchos de estos individuos tienen 
células pigmentarias cuya superficie carece de receptor funcional (lla- 
mado MC1R) para una hormona que se secreta en las células epiteliales 
cercanas de la piel como respuesta a la radiación ultravioleta. Los mela- 
nocitos responden a la activación de MC1R mediante la producción del 
pigmento oscuro melanina, lo que hace que el individuo se broncee. La 
piel bronceada está más protegida contra los rayos UV que la piel clara 
sin broncear, aunque la radiación UV es la que induce la respuesta de 
bronceado. ¿Y si fuera posible inducir el bronceado de la piel sin sufrir 
la exposición UV? Varios grupos de investigadores trabajan en una es- 
trategia así mediante el uso de varios recursos distintos a la exposición 
a luz solar con UV a fin de estimular la respuesta de bronceado en las 
células pigmentarias. Aún debe averiguarse si alguna de estas estrategias 
es segura y eficaz. 

El cáncer cutáneo no es la única enfermedad favorecida por la 
deficiencia o exceso en los sistemas de reparación de DNA. Se ha esti- 
mado que más de 15% de los casos de cáncer de colon puede atribuirse 
a mutaciones de los genes que codifican las proteínas requeridas para 
la reparación de los apareamientos de bases erróneos. Las mutaciones 
que inutilizan al sistema de reparación de los apareamientos de bases 
erróneos llevan de modo inevitable al aumento de la frecuencia de las 
mutaciones de otros genes debido a que los errores cometidos durante 
la replicación no se corrigen. 

El cáncer también es una de las consecuencias de la rotura del 
DNA bicatenario no reparado, o reparado de forma incorrecta. Las 
roturas en el DNA pueden ser secundarias a una variedad de agentes 
ambientales comunes, como rayos X, rayos gamma y emisiones radiac- 
tivas. El peligro ambiental más serio es el que proviene quizá del radón 
(¿2Rn), un isótopo radiactivo formado durante la desintegración del 
uranio. Algunas áreas del planeta contienen altos niveles de uranio en 
el suelo y las casas construidas en estas regiones pueden contener nive- 
les peligrosos del gas. Cuando se inhala pueden ocasionarse daños del 
DNA, como la rotura de la doble cadena, que incrementan el riesgo de 
cáncer pulmonar. Una fracción notoria de muertes de cáncer pulmonar 
en los no fumadores se debe tal vez a la exposición del radón. 


de piel como resultado de la exposición al sol. Sin embargo, a di- 
ferencia de las células de los pacientes que tienen XP, las células de 
estos sujetos poseen el mecanismo de reparación de la escisión 
de nucleótidos y sólo fueron un poco más sensibles a la luz ultra- 
violeta en comparación con las células normales. Esta sensibilidad 
a la luz ultravioleta incrementada se reveló durante la replicación, 
cuando estas células producen con frecuencia cadenas hijas frag- 
mentadas después de la exposición a radiación ultravioleta. Los 
sujetos de este grupo padecen una variante de la XP llamada 
XP-V. Más adelante se vuelve a este defecto básico de la XP-V. 
Como se revisó en la sección previa, las células pueden 
reparar una gran variedad de lesiones del DNA. Sin embargo, 
en ocasiones una lesión en el DNA no se repara al momento 
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que este segmento se somete a replicación. En ciertas ocasiones, 
la maquinaria de replicación llega al sitio dañado en la cade- 
na plantilla y permanece allí. Cuando esto sucede, algún tipo de 
señal emitida lleva al reclutamiento de una polimerasa especia- 
lizada que es capaz de saltar la lesión.’ Supóngase que la lesión 
en cuestión es un dímero de timidina (fig. 13-25) y se debe a 
la exposición a la radiación ultravioleta en una célula de la piel. 
Cuando la polimerasa de replicación (pol è) alcanza el obstá- 
culo, la enzima se reemplaza de forma temporal por una DNA 
polimerasa “especializada” designada como n, la cual es capaz de 
insertar dos residuos de A en la cadena nuevamente sintetizada 
enfrente de los dos residuos de T' que están unidos de manera 
covalente como parte de un dímero. Una vez que este “salto del 
daño” se realiza, la célula regresa a la polimerasa de replicación 
normal y la síntesis de DNA continúa sin mostrar ningún signo 


3Una célula tiene otras opciones para enfrentar una horquilla de replicación 
atascada, pero son más complejas y no se comprenden bien, y no se describen aquí. 


de que se ha resuelto un problema serio. Como se ha notado, los 
pacientes afectados con el XP-V tienen una mutación en el gen 
que codifica a la polimerasa y y tienen dificultad para reparar los 
pasados dímeros de timidina. 

Descubierta en 1999, la polimerasa y es un miembro de una 
familia de DNA polimerasas especializadas en incorporar nu- 
cleótidos de tipos opuestos en las lesiones del DNA de la cadena 
plantilla. Las polimerasas de esta familia están capacitadas en la 
síntesis translesional (TLS). Los estudios de cristalografía con ra- 
yos X revelan que las polimerasas TLS tienen un sitio activo más 
espacioso de lo usual, capaz de recibir nucleótidos alterados que 
no cabrían en el sitio activo de una polimerasa replicadora. Estas 
polimerasas TLS sólo son capaces de incorporar unos cuantos 
nucleótidos de la cadena de DNA (carecen de la capacidad de ser 
procesivas), tampoco tienen la capacidad de lectura y corrección 
y es mucho más común que incorporen un nucleótido incorrecto 
(p. ej., no complementario) que las polimerasas clásicas. 


SINOPSIS 


La replicación del DNA es semiconservadora, lo que significa que 
durante la división celular cada una de las células hijas recibe una 
mitad del dúplex original. Este mecanismo de replicación lo sugi- 
rieron por vez primera Watson y Crick como parte de su modelo 
de la estructura del DNA. Ellos señalaron que la replicación ocurre por 
la separación gradual de las cadenas debido al rompimiento de los 
puentes de hidrógeno, de modo que cada cadena puede servir como 
plantilla para la formación de una cadena complementaria. Pronto 
se confirmó este modelo en las células bacterianas y eucariotas al 
demostrar que las células de una generación que se transfieren a me- 
dios marcados con radiactividad producen células hijas cuyo DNA 
posee una cadena marcada y una cadena no marcada (pág. 534). 


El mecanismo de replicación se entiende mejor en células bacte- 
rianas. La replicación se inicia en un solo origen sobre el cromoso- 
ma bacteriano circular y procede hacia afuera en ambas direcciones 
como un par de horquillas de replicación. Las horquillas de replica- 
ción son sitios en los que se desenrolla la doble hélice y se incorporan 
nucleótidos en ambas cadenas recién sintetizadas (pág. 537). 


Una familia de DNA polimerasas cataliza la síntesis del DNA. La 
primera de estas enzimas que se caracterizó fue la DNA polimerasa 
I de E. coli. Para catalizar la reacción de polimerización, la enzima 
requiere cuatro trifosfatos de desoxirribonucleósido, un plantilla de 
la cadena que debe copiar y un iniciador que contenga un OH 3" 
libre al cual se puedan añadir nucleótidos. El iniciador es necesario 
porque la enzima no puede empezar la formación de una cadena de 
DNA. Más bien sólo es capaz de añadir nucleótidos en el extremo 
3" terminal hidroxilo de una cadena existente. Otra característica 
inesperada de la DNA polimerasa I es que sólo puede polimerizar 
una cadena en dirección 5' > 3'. Se presupone que las dos cadenas 
nuevas se sintetizarían en direcciones opuestas por polimerasas que 
se mueven en direcciones opuestas a lo largo de las dos cadenas pro- 
genitoras plantilla. Este proceso se explicó al demostrar que las dos 
cadenas se sintetizan de manera muy diferente (pág. 538). 


Una de las cadenas recién sintetizadas (la cadena adelantada) 
crece en dirección de la horquilla de replicación y se sintetiza de 
manera continua. La otra cadena recién sintetizada (la cadena re- 
trasada) crece y se aleja de la horquilla y se sintetiza de manera 
discontinua. En células bacterianas, la cadena retrasada se sintetiza 
como fragmentos de unos 1000 nucleótidos de largo, denominados 
fragmentos de Okazaki, que se unen por enlaces covalentes entre 


sí mediante una DNA ligasa. En cambio, la cadena adelantada se 
sintetiza como cadena simple continua. Ni la cadena continua ni 
los fragmentos de Okazaki pueden iniciarse por acción de la DNA 
polimerasa; en vez de ello, empiezan como un iniciador de RNA 
corto sintetizado por un tipo de RNA polimerasa llamado primasa. 
Después de ensamblar el iniciador de RNA, la DNA polimerasa 
continúa la síntesis de la cadena o el fragmento como DNA.A con- 


tinuación el RNA se degrada y el espacio lo ocupa DNA (pág. 540). 


Los sucesos observados en la horquilla de replicación exigen una 
variedad de diferentes tipos de proteínas que tienen funciones es- 
pecializadas. Entre tales proteínas figuran las siguientes: una DNA 
girasa, que es un tipo de topoisomerasa II necesaria para liberar 
la tensión que se genera como resultado del desenrollamiento del 
DNA; una DNA helicasa que desenrolla el DNA y separa las cade- 
nas; proteínas que se unen de modo selectivo al DNA monocatena- 
rio y evitan que se vuelvan a reconectar; una primasa, que sintetiza 
los iniciadores de RNA; y una DNA ligasa que sella los fragmentos 
de la cadena retrasada para formar un polinucleótido continuo. La 
DNA polimerasa III es la enzima que sintetiza el DNA de manera 
primaria y añade nucleótidos a cada iniciador de RNA, en tanto que 
la DNA polimerasa I se encarga de eliminar los iniciadores de RNA 
y reemplazarlos con DNA. Se cree que dos moléculas de DNA poli- 
merasa II se desplazan juntas en forma de un complejo a lo largo de 
sus respectivas cadenas plantilla. Esto se efectúa conforme la cadena 
retrasada se pliega hacia atrás sobre sí misma (pág. 541). 


Las DNA polimerasas poseen sitios catalíticos separados para 
la polimerización y degradación de las cadenas de ácido nuclei- 
co. La mayor parte de las DNA polimerasas tiene actividades de 
exonucleasa 5' > 3' y 3" > 5'. La primera actúa para degradar los 
iniciadores de RNA de cada fragmento de Okazaki y la segunda 
remueve los nucleótidos inapropiados después de su incorporación 
errónea, lo cual contribuye a la fidelidad de la replicación. Se estima 
que alrededor de uno de cada 10° nucleótidos se incorpora de mane- 
ra incorrecta durante la replicación en E. coli (pág. 544). 


La replicación en células eucariotas sigue un mecanismo similar 
y emplea proteínas semejantes a las utilizadas por los procariotas. 
Todas las DNA polimerasas que participan en la replicación alargan 
las cadenas de DNA en dirección 5' —> 3'. Ninguna de éstas inicia 
la síntesis de cadenas sin un iniciador. La mayor parte posee una 
actividad de exonucleasa 3' > 5', lo que garantiza que la replicación 


ocurra con gran fidelidad. A diferencia de los procariotas, la repli- 
cación en los eucariotas se inicia de manera simultánea en muchos 
sitios a lo largo del cromosoma, con las horquillas de replicación 
hacia adelante en ambas direcciones de cada sitio de inicio. Estu- 
dios de levaduras indican que los orígenes de replicación contienen 
sitios de unión específica para un complejo multiproteínico esencial 
llamado ORC. Los sucesos en el origen aseguran que la replicación 
de cada segmento de DNA ocurra una vez y sólo una vez por cada 


ciclo celular (pág. 546). 


La replicación en células eucariotas se relaciona de forma estre- 
cha con estructuras nucleares. Hay evidencia que indica que buena 
parte de la maquinaria requerida para la replicación se vincula con 
la matriz nuclear. Además, las horquillas de replicación que son ac- 
tivas en cualquier momento se hallan dentro de unos 50 a 250 sitios 
conocidos como lugares de replicación. El DNA recién sintetizado 
se relaciona en poco tiempo con nucleosomas. Tetrámeros (H3H4), 
presentes antes de la replicación permanecen intactos y pasan a las 
estructuras dúplex hijas, mientras que los dímeros H2A/H2B están 
separados el uno del otro y se unen de modo aleatorio a los tetráme- 


ros (H3H4), nuevos y viejos en las dúplex hijas (pág. 550). 


El DNA está expuesto a muchas influencias ambientales nocivas, 
entre ellas radiación ionizante, sustancias químicas comunes y ra- 
diación ultravioleta. Las células poseen diferentes sistemas para re- 
conocer y reparar los daños resultantes. Se estima que menos de una 
base se modifica en mil salvamentos estructurados por los sistemas 
de reparación de la célula. Se conocen cuatro tipos principales de sis- 
temas para la reparación del DNA. Los sistemas de reparación de 
la escisión de nucleótido (NER) funcionan al remover una pequeña 
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sección de la cadena de DNA que contiene la lesión, como un díme- 
ro de pirimidina. Durante la NER, las cadenas de DNA que alojan 
la lesión se separan por acción de una helicasa; una endonucleasa 
efectúa un par de incisiones, la abertura se llena mediante la acción 
de una DNA polimerasa y una DNA ligasa sella la cadena. La NER 
repara de forma preferencial las cadenas plantilla de genes que es- 
tán bajo transcripción activa. La reparación de la escisión de bases 
elimina diferentes nucleótidos alterados que producen distorsiones 
menores en la hélice del DNA. Las células poseen una variedad de 
glucosilasas que reconocen y remueven diferentes tipos de bases al- 
teradas. Una vez que las bases se remueven la porción restante del 
nucleótido se desplaza por medio de una endonucleasa, el espacio se 
elimina por medio de la acción de una fosfodiesterasa y se llena y se- 
lla mediante una polimerasa y una ligasa. La replicación de los pares 
de bases de apareamiento incorrecto es un mecanismo que se encar- 
ga de eliminar los nucleótidos incorrectos incorporados durante la 
replicación que escapan a la corrección de pruebas efectuadas por 
la actividad de la polimerasa. En bacterias, la cadena sintetizada de 
nueva cuenta se selecciona para la reparación en virtud de la falta 
de grupos metilo si se compara con la cadena parental. La rotura de 
doble cadena se repara en la forma de proteínas que se unen a ambos 
extremos rotos y se conectan otra vez en sus extremos (pág. 552). 


Además de las DNA polimerasas comunes que intervienen en la 
replicación del DNA y la reparación, las células también poseen 
un ordenamiento de DNA polimerasas que facilita la replicación 
en sitios de lesiones del DNA o alineamientos defectuosos. Es- 
tas polimerasas, que actúan en la síntesis translesión, no tienen la 
procesividad y la capacidad de lectura y corrección y muestran más 
tendencia al error que las polimerasas típicas (pág. 557). 


PREGUNTAS ANALÍTICAS 


1. Considérese que Meselson y Stahl permitieron en sus experi- 
mentos el crecimiento de las células en medios con **N y luego 
las transfirieron a un medio con YN. ¿Cómo aparecerían las 
bandas en el tubo de centrifugación si la replicación fuera, de 
modo respectivo, semiconservadora, conservadora y dispersiva? 


2. Suponga que aísla una cepa mutante de levadura que replica 
su DNA más de una vez por ciclo celular. En otras palabras, 
cada gen en el genoma se replicó varias veces entre divisiones 
celulares sucesivas. ¿Cómo explicaría este fenómeno? 


3. ¿De qué forma los cromosomas del experimento de las células 
eucariotas mostrado en la figura 13-4 deberían aparearse si la 
replicación ocurre por un mecanismo conservador o dispersivo? 


4. Se ha señalado que las células poseen una enzima especial 
para eliminar el uracilo del DNA. ¿Qué sucedería si los gru- 
pos uracilo no se eliminaran? (Debe considerar la información 
presentada en la figura 11-44 respecto de las propiedades de 
apareamiento del uracilo.) 


5. Dibuje una molécula de DNA bicatenario que no sirviera 
como plantilla para la síntesis de DNA por medio de la DNA 


polimerasa I. 


6. Algunas bacterias mutantes sensibles a la temperatura detienen 
su replicación inmediatamente después de la elevación de la 
temperatura, pero otras continúan la replicación del DNA por 
un tiempo antes de suspender su actividad y otras prosiguen 
hasta completar un ciclo de replicación. ¿En qué aspectos difie- 
ren estos tres tipos de mutantes? 


7. Sila tasa de error durante la replicación en las células humanas 
fuera igual que en bacterias (cerca de 107). ¿Cuál sería el efecto 
en los dos tipos celulares? 


8. La figura 13-19 muestra los resultados de un experimento en 
el cual las células se incubaron con [*H] timidina por menos 
de 30 min antes de la fijación. ¿Qué debería esperar en esta 
fotografía después de 1 h de marcaje? ¿Es posible concluir que 
la replicación total del genoma se realiza en 1 h? ¿Si no es así, 
cuál es la razón? 


9. Los orígenes de replicación tienen una región muy rica en pares 
de bases A-T. ¿Para qué sirven estas secuencias? 


10. ¿Qué ventajas cabría esperar de que la replicación del DNA 
ocurra en conjunto con la matriz nuclear en oposición al nu- 
cleoplasma?, ¿cuáles son las ventajas de que la replicación suce- 
da en pocos lugares? 


11. ¿Cuáles son algunas de las razones que explican porqué se es- 
peraría que las células humanas tuvieran mecanismos de repa- 
ración más eficientes que los de las ranas? 


12. Al comparar autorradiografías de dos células expuestas a [*H] 
timidina, una se obtuvo de la replicación del DNA (fase S) y la 
otra no. ¿Cuál sería la diferencia entre estas autorradiografías? 


13. Construya un modelo que explique cómo el DNA activo desde 
el punto de vista transcripcional se repara de modo preferencial 
en comparación con el DNA inactivo. 


a 


Reproducción celular 


14.1 El ciclo celular 
14.2 Fase M: mitosis y citocinesis 
14.3 Meiosis 


Perspectiva humana: 
Falta de disyunción meiótica 
y sus consecuencias 


Vías experimentales: 
Descubrimiento y caracterización 
del factor promotor de maduración 
(MPF) 
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e acuerdo con la tercera doctrina de la teoría celular, las células nuevas 

sólo se originan de otras células vivas. El proceso por el que esto ocurre 

se llama división celular. Para un organismo pluricelular, como un 
humano o un roble, innumerables divisiones de un cigoto unicelular producen un 
organismo de complejidad y organización celular impresionantes. La división celular 
no se detiene con la formación del organismo maduro sino que en ciertos tejidos con- 
tinúa durante toda la vida. Millones de células que se encuentran dentro de la médula 
de los huesos o en el recubrimiento del intestino de cualquier ser humano están divi- 
diéndose en este momento. Esta enorme producción celular es necesaria para reponer 
las células viejas o muertas. 

Aunque la división celular ocurre en todos los organismos, se lleva a cabo de 
manera muy diferente en los procariotas y en los eucariotas. La descripción de este 
capítulo se limita a la versión eucariota y se tratan dos tipos distintos de división 
celular eucariota. La mitosis conduce a la producción de células con características 
genéticas idénticas a las de su antecesora, mientras que en la meiosis se producen 
células con la mitad del contenido genético de la célula madre. La mitosis sirve de 
base para producir células nuevas, la meiosis es la base para producir nuevos organis- 
mos con reproducción sexual. Estos dos tipos de división celular juntos forman los 
eslabones de la cadena entre los padres y sus descendientes y, en un sentido más am- 
plio, entre las especies vivas y las primeras formas de vida eucariota en la Tierra. E 


Micrografía con fluorescencia de un huso mitótico que se ensambló en un extracto libre de células, 
preparado a partir de huevos de rana, que son células que carecen de centrosoma. Las esferas rojas 
son cuentas cubiertas con cromatina que se agregaron al extracto. En esta micrografía resulta 
evidente que un huso bipolar puede ensamblarse en ausencia de cromosomas y centrosomas. En este 
experimento, las cuentas cubiertas con cromatina sirvieron como sitios de nucleación para el en- 
samble de los microtúbulos que luego formaron este huso. El mecanismo por el cual las células cons- 
truyen los husos mitóticos en ausencia de centrosomas se describe en la página 575. (REIMPRESA 
CON AUTORIZACIÓN DE R. HEALD ET AL. NATURE VOL. 382, PORTADA DE 8/1/96; 

O DERECHOS RESERVADOS 1996, MACMILLAN MAGAZINES LIMITED.) 


14.1 El CICLO CELULAR 


En una población de células en división, ya sea dentro del cuerpo 
o en una caja de cultivo, cada célula pasa por una serie de eta- 
pas definidas que constituyen el ciclo celular (fig. 14-1). El ciclo 
celular puede dividirse en dos fases principales con base en las 
actividades celulares visibles con un microscopio óptico: la fase 
M y la interfase. La fase M incluye: 1) el proceso de mitosis, 
durante el cual los cromosomas duplicados se separan en dos 
núcleos, y 2) la citocinesis, en la que toda la célula se divide en 
dos células hijas. La interfase, es el periodo entre las divisiones 
celulares, es un intervalo donde la célula crece y efectúa diversas 
actividades metabólicas. Mientras que la fase M sólo suele durar 
alrededor de 1 h en las células de mamíferos, la interfase puede 
extenderse por días, semanas o más tiempo, según el tipo celular 
y las condiciones imperantes. 

Aunque la fase M es el periodo en el que el contenido de la 
célula se divide en realidad, durante la interfase ocurren muchos 
preparativos para la mitosis próxima, inclusive la replicación del 
DNA (ácido desoxirribonucleico) celular. Podría suponerse que 
la célula realiza la replicación durante la interfase, pero estudios 
efectuados en el decenio de 1950 respecto a cultivos asincróni- 
cos (cultivos cuyas células están distribuidas al azar en distintos 
momentos del ciclo celular) mostraron que no es así. Como se 
describe en el capítulo 13, la replicación del DNA puede seguirse 
mediante la incorporación de [*H]timidina al DNA recién sin- 
tetizado. Si se aplica [*H]timidina a un cultivo celular durante 
un periodo corto (p. ej., 30 min) y una muestra de la población 
celular se fija, se seca en un portaobjetos y se examina mediante 
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autorradiografía, se observa que sólo una fracción de las células 
tiene núcleos radiactivos. Entre las células que realizaban la mi- 
tosis al momento de la fijación (como se demuestra por sus cro- 
mosomas compactos) no se encontró ninguna con radiactividad 
nuclear. Estas células mitóticas tienen cromosomas sin marca 
porque no experimentaban la replicación del DNA durante el 
periodo de marcado. 

Tampoco se encuentran células con cromosomas mitóticos 
marcados si se permite que el proceso de marcado continúe du- 
rante una o varias horas antes de tomar la muestra de las células 
(fig. 14-2). Con estos resultados puede concluirse que hay un pe- 
riodo definido entre el final de la síntesis de DNA y el principio 
de la fase M. Este periodo se denomina G, (por segunda brecha, 
gap en inglés). La duración de G, se descubre al continuar el 
muestreo celular del cultivo hasta encontrar cromosomas mitó- 
ticos marcados. Las primeras células con cromosomas mitóticos 
marcados debieron estar en las últimas etapas de la síntesis del 
DNA al principio de la incubación con [*H]timidina. La dura- 
ción del intervalo entre el comienzo del periodo de marcado y la 
aparición de células con figuras mitóticas marcadas corresponde 
a la duración de G,. 

La replicación del DNA ocurre durante un periodo del ciclo 
celular llamado fase S; que también es el periodo en el que la cé- 
lula sintetiza las histonas adicionales que se necesitarán cuando 
la célula duplique el número de nucleosomas en sus cromosomas 
(fig. 13-24). La duración de la fase S puede determinarse en for- 
ma directa. En un cultivo asincrónico, el porcentaje de células 
que realiza una actividad particular es una medida aproximada 
del porcentaje de tiempo que esta actividad ocupa en la vida de 


FIGURA 14-1 Una revisión del ciclo celular eucariota. 
Este diagrama del ciclo celular indica las etapas por las 
que una célula pasa de una división a la siguiente. El 
ciclo celular se divide en dos fases principales: fase M e 
interfase. La fase M incluye los fenómenos sucesivos de 
la mitosis y la citocinesis. La interfase se divide en fases 
G, S y G; la fase S es equivalente al periodo de síntesis 
de DNA. La división de la interfase en tres fases sepa- 
radas con base en el momento de la síntesis de DNA 
fue propuesta inicialmente en 1953 por Alma Howard 
y Stephen Pelc del Hammersmith Hospital, Londres, a 
partir de sus experimentos con células del meristemo 


(vegetales). 
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FIGURA 14-2 Resultados experimentales que demuestran que la repli- 
cación ocurre durante un periodo definido del ciclo celular. Se cul- 
tivaron células HeLa durante 30 min en un medio que contenía [*H] 
timidina y luego se incubaron (cazaron) por periodos diversos en un 
medio sin marca antes de fijarlas y prepararlas para la autorradiografía. 
Cada caja de cultivo se exploró en busca de células que estuvieran en 
mitosis al momento de fijarlas y se trazó la gráfica del porcentaje de las 
células cuyos cromosomas estaban marcados. (TOMADA DE UN ESTUDIO 
DE R. BaserGA Y E. WiEBEL.) 


las células. Por tanto, si se conoce la duración del ciclo celular 
completo, puede calcularse la duración de la fase S a partir del 
porcentaje de células cuyos núcleos adquieren marcas radiactivas 
durante un breve pulso con [*H]timidina. De igual manera la 
duración de la fase M puede calcularse a partir del porcentaje de 
células de la población que realizan mitosis o citocinesis. Cuan- 
do los periodos G, + S + M se suman, es evidente que hay un 
periodo adicional en el ciclo celular que aún debe explicarse. Esta 
otra pausa, llamada G, (por primera brecha, gap) es el periodo 
siguiente a la mitosis y previo a la síntesis del DNA. 


Ciclos celulares ín vivo 


Una de las propiedades que distingue los diversos tipos de células 
dentro de una planta o animal es su capacidad para crecer y divi- 
dirse. Se reconocen tres categorías celulares amplias: 


1. Células, como las nerviosas, musculares o eritrocitos, que son 
muy especializadas y carecen de la capacidad para dividirse. 
Una vez que estas células se diferencian, permanecen en ese 
estado hasta que mueren. 


2. Células que no se dividen en condiciones normales, pero que 
pueden inducirse para iniciar la síntesis de DNA y dividirse 
cuando reciben el estímulo apropiado. Este grupo incluye las 
células hepáticas, que pueden estimularse para que proliferen 
mediante la extirpación quirúrgica de una parte del hígado, y 
los linfocitos, cuya proliferación puede inducirse por interac- 
ción con algún antígeno apropiado. 

3. En condiciones normales, las células tienen un nivel relativa- 
mente alto de actividad mitótica. En esta categoría se incluyen 
células germinales de varios tejidos adultos, como las células 
hemopoyéticas que dan lugar a los leucocitos (fig. 17-6) y las 
células primordiales en la base de muchos epitelios que recu- 
bren las cavidades corporales y la superficie del cuerpo (fig. 
7-1). Las células relativamente no especializadas de los me- 


ristemos apicales situados cerca de las puntas de las raíces y 
tallos vegetales también presentan división rápida y continua. 
Las células primordiales tienen una propiedad importante 
que no comparte la mayor parte de las células, son capaces de 
dividirse en forma asimétrica. Una división celular asimétri- 
ca es aquella en la que las dos células hijas tienen propiedades 
o destinos diferentes. La división asimétrica de una célula 
primordial produce una célula hija que se conserva como una 
célula primordial no comprometida, como la progenitora, y 
otra célula hija que avanzó un paso para convertirse en una 
célula diferenciada de ese tejido. En otras palabras, las divi- 
siones asimétricas permiten que las células primordiales par- 
ticipen tanto en la renovación como en la formación de cé- 
lulas diferenciadas. Algunos tipos de células no primordiales 
también pueden participar en divisiones celulares asimétricas 
(desiguales), como se ilustra con la formación de ovocitos y 
cuerpos polares en la figura 14-414 y en la división de la célula 
T en la fotografía inicial del capítulo 17. 


La duración de los ciclos celulares varía desde 30 min en un 
embrión de rana que se divide y cuyas células carecen de fases 
G, y G,, hasta varios meses en los tejidos de crecimiento lento, 
como el hígado de los mamíferos. Con unas cuantas excepciones 
notables, las células que dejaron de dividirse, ya sea en forma 
temporal o permanente, en el cuerpo o en un cultivo, se encuen- 
tran en una etapa previa al inicio de la síntesis de DNA. Se dice 
que las células que se detienen en tal estado (que abarca la mayor 
parte de las células del cuerpo), se encuentran en el estado G, 
para distinguirlas de las células en la fase G, típica que pronto 
podrían entrar en la fase S. Una célula debe recibir una señal 
promotora de crecimiento para proceder de la fase G, a la G, y 
así reingresar al ciclo celular. 


Control del ciclo celular 


El estudio del ciclo celular no sólo es importante para la biolo- 
gía celular, también tiene enormes implicaciones prácticas para 
combatir el cáncer, una enfermedad ocasionada por la pérdida de 
la capacidad de una célula para regular su propia división. Una 
serie de experimentos de fusión celular realizados por Potu Rao 
y Robert Johnson de la Colorado University en 1970 abrió el ca- 
mino para comprender cómo se regula el ciclo celular. 

Rao y Johnson querían saber si el citoplasma de las células 
contiene factores reguladores que afectan las actividades del ciclo 
celular. Abordaron esta pregunta con la fusión de células de ma- 
míferos que estaban en diferentes etapas del ciclo celular. La cé- 
lula mitótica siempre indujo la compactación de la cromatina en 
el núcleo de la célula no mitótica (fig. 14-3). Si se fusionaran una 
célula en fase G, con una en fase M, la cromatina del núcleo en 
fase G, experimentaría compactación cromosómica prematura para 
formar un conjunto de cromosomas compactos alargados (fig. 
14-34). Si se fusionaran una célula en fase G, y otra en fase M, 
los cromosomas de las fase G, también experimentarían com- 
pactación prematura de cromosomas, pero a diferencia de los de 
un núcleo G,, se vería que los cromosomas G, compactados esta- 
rían duplicados, lo que refleja el hecho de que ya había ocurrido 
la replicación (fig. 14-30). Si una célula mitótica se fusionara con 
una en fase S, la cromatina en fase S también se compactaría (fig. 
14-30). Sin embargo, el DNA en replicación es muy sensible al 
daño, por lo que la compactación en el núcleo en fase S condu- 


(a) (b) 


FIGURA 14-3 Demostración experimental de que las células contienen 
factores que estimulan el inicio de la mitosis. Las fotografías muestran 
los resultados de la fusión de una célula HeLa en fase M con una célula 
PtK2 de rata canguro que estaba en (a) fase G,, (6) fase S o (c) fase G, al 
momento de la fusión celular. Como se describe en el texto, la cromatina 


) 


ciría a la formación de fragmentos cromosómicos “pulverizados” 
en lugar de cromosomas compactados intactos. Los resultados 
de este experimento sugirieron que el citoplasma de una célula 
mitótica contiene factores difusibles que podían inducir la mito- 
sis en una célula no mitótica (o sea, en interfase). Este hallazgo 
sugirió que la transición de G, a M está bajo el control positivo; 
o sea, que la transición se induce por la presencia de algún agente 
estimulante. 


La función de las proteínas cinasas Aunque los experi- 
mentos de fusión celular revelaron la existencia de factores que 
regulan el ciclo celular, éstos no brindaron información respec- 
to a las propiedades bioquímicas de esos factores. Los prime- 
ros indicios acerca de la naturaleza de los agentes que inician 
la replicación del DNA y promueven el ingreso de la célula a la 
mitosis (o meiosis) se obtuvieron en una serie de experimentos 
con ovocitos y embriones jóvenes de ranas e invertebrados. Estos 
experimentos se describen en la sección Vías experimentales al 
final del capítulo. En resumen, se demostró que la entrada de una 
célula a la fase M se inicia por una proteína llamada factor promo- 
tor de maduración (MPF). El MPF tiene dos subunidades: 1) una 
subunidad con actividad de cinasa que transfiere grupos fosfato 
del ATP a residuos específicos de serina y treonina de sustratos 
proteínicos específicos y 2) una subunidad reguladora llamada 
ciclina. El término “ciclina” se acuñó porque la concentración de 
esta proteína reguladora se eleva y disminuye con un patrón pre- 
decible en cada ciclo celular (fig. 14-4). Cuando la concentración 
de ciclina es baja, la cinasa carece de la subunidad ciclina y como 
resultado permanece inactiva. Si la concentración de ciclina se 
eleva, la cinasa se activa, lo que hace que la célula ingrese en la 
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de las células PtK2 en fase G, y en fase G, se somete a compactación 
prematura, mientras que la de la célula en fase S se pulveriza. Las cromá- 
tides alargadas de la célula en fase G, en C son el doble en comparación 
con los de la célula G, en a. (Tomana DE Karı SPERLING Y Poru N. 
Rao, HUMANGENETIK 23:437, 1974.) 
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FIGURA 14-4 Fluctuación de los niveles de ciclina y MPF durante el 
ciclo celular. Este dibujo ilustra los cambios cíclicos que ocurren duran- 
te el desarrollo temprano de la rana, cuando las divisiones mitóticas son 
rápidas y sincrónicas en todas las células del embrión. El trazo superior 
muestra la alternancia entre los periodos de mitosis e interfase; el trazo 
intermedio ilustra los cambios cíclicos en la actividad del MPF, y el 
trazo inferior, los cambios cíclicos en las concentraciones de las ciclinas 
que controlan la actividad relativa de la proteína cinasa de MPF. (RE- 
IMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE A.W. Murray Y M.W. KIRSCHNER, 
Science 246:616, 1989; © DERECHOS RESERVADOS 1989; AMERICAN 
ASSOCIATION FOR THE ÁDVANCEMENT OF SCIENCE.) 
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fase M. Estos resultados sugirieron que: 1) la progresión de las 
células a la mitosis depende de una enzima cuya única actividad 
es fosforilar otras proteínas y 2) que la actividad de esta enzima 
está controlada por una subunidad cuya concentración varía de 
una etapa a otra del ciclo celular. 

En los últimos 20 años muchos laboratorios se enfocaron 
en las enzimas similares a MPF llamadas cinasas dependientes 
de ciclina (Cdk). Se descubrió que las Cdk no sólo participan 
en la fase M, sino que son agentes clave que dirigen las acti- 
vidades durante todo el ciclo celular. Las células de levaduras 
son muy útiles en los estudios del ciclo celular, cuando menos 
en parte por la disponibilidad de mutantes sensibles a la tem- 
peratura cuyas proteínas anormales afectan varios procesos del 
ciclo celular. Como se explica en la página 537, los mutantes 
sensibles a la temperatura pueden crecer de manera más o menos 
normal en una temperatura menor (permisiva) y luego cambiarse 
a una temperatura más alta (restrictiva) para estudiar el efecto 
del producto del gen mutante. Los investigadores que estudian 
el control genético del ciclo celular se enfocan en dos especies 
de levaduras con una relación lejana, la levadura con gemación 
Saccharomyces cerevisiae, que se reproduce mediante gemación en 
un extremo de la célula (fig. 1-184), y una levadura que se repro- 
duce por fisión, Schizosaccharomyces pombe, que para reproducirse 
se alarga y luego se divide en dos células de igual tamaño (fig. 
14-60). La base molecular de la regulación del ciclo celular se 
conservó en forma notable durante la evolución de los eucariotas. 
Una vez que un gen participante en el control del ciclo celular 
se identifica en una de las dos especies de levaduras, se buscan 
homólogos (y casi siempre se encuentran), en los genomas de los 
eucariotas superiores, inclusive los humanos. La combinación de 
los análisis genéticos, bioquímicos y estructurales facilita a los 
investigadores la comprensión de las principales actividades que 
permiten a una célula crecer y reproducirse en una caja de cultivo 
en un laboratorio. 

La investigación del control genético del ciclo celular en las 
levaduras comenzó en el decenio de 1970 en dos laboratorios: 
primero en el de Leland Hartwell en la Washington Universi- 
ty, que trabajaba con levaduras con gemación, y luego en el de 
Paul Nurse de la Oxford University que trabajaba en levaduras 
con fisión. Ambos laboratorios identificaron un gen que al mu- 
tar causaba que el crecimiento de las células en una temperatura 
elevada se detuviera en ciertos puntos del ciclo celular. Al final se 
encontró que el producto de este gen, que se llamó cdc2 en las le- 
vaduras con fisión (y CDC28 en las levaduras con gemación), era 
homólogo a la subunidad catalítica de MPF; en otras palabras, 
era una cinasa dependiente de ciclina. La investigación posterior 
con levaduras y muchas células de vertebrados apoyó el concepto 
de que la progresión de una célula eucariota por el ciclo celular 
está regulada en distintas etapas. Una de las primeras etapas de 
regulación ocurre cerca del final de G, y otra cerca del final 
de G,. Estas etapas representan puntos del ciclo celular en los 
que la célula se compromete a entrar a un fenómeno crucial, el 
inicio de la replicación o el de la mitosis. 

A favor de la simplicidad, la revisión de este capítulo se en- 
foca en las levaduras con fisión. En esta especie el mismo Cdk 
(cdc2) es la molécula que se encarga del paso por ambos puntos 
de compromiso, aunque en conjunto con diferentes ciclinas. La 
figura 14-5 muestra una representación simplificada de la regu- 
lación del ciclo celular en la levadura con fisión. El primer punto 
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FIGURA 14-5 Modelo simplificado para la regulación del ciclo celular 


en la levadura con fisión. El ciclo celular está controlado sobre todo en 
dos puntos, START y la transición G,-M. En la levadura con fisión las 
ciclinas pueden dividirse en dos grupos, ciclinas G, y ciclinas mitóticas. 
El paso de la célula por estas dos transiciones críticas requiere la activa- 
ción de la misma proteína cinasa de cdc2 por un tipo distinto de ciclina. 
Una tercera transición crucial ocurre al final de la mitosis y se desenca- 
dena por un descenso rápido en la concentración de ciclinas mitóticas. 
(Nota: cdc2 también se conoce como Cdk1.) 


de transición, llamado START, ocurre antes del final de G}. Una 
vez que la célula pasó START, está destinada en forma irrevoca- 
ble a replicar su DNA y, al final, a completar el ciclo celular.! El 
paso por START requiere la activación de cdc2 por una o más 
ciclinas G „ cuyos niveles se elevan durante el final de G, (fig. 
14-5). La activación de cdc2 por estas ciclinas conduce al inicio 
de la replicación en sitios en los que complejos de replicación se 
ensamblaron antes (paso 3, fig. 13-20). 

El paso de G, a la mitosis requiere la activación de cdc2 por 
un grupo diferente de ciclinas, las ciclinas mitóticas. Las Cdk que 
contienen una ciclina mitótica (p. ej., MPF descrita en la pág. 
601) fosforilan los sustratos necesarios para que la célula inicie 
la mitosis. Entre los sustratos se incluyen las proteínas necesarias 
para los cambios dinámicos en la organización de los cromoso- 
mas y el citoesqueleto que caracterizan el paso de la interfase a 
la mitosis. Las células establecen un tercer compromiso durante 
la parte media de la mitosis que determina si completan la divi- 
sión celular y reingresan a G, del siguiente ciclo. La salida de la 
mitosis con ingreso a G, depende de un descenso rápido en la 
actividad de Cdk, que es consecuencia de una caída en la con- 


“Las células de los mamíferos pasan por un punto comparable durante la etapa 
G, conocido como punto de restricción, momento en el que se comprometen a 

la replicación del DNA y por último a completar la mitosis. Antes del punto 

de restricción las células de mamíferos requieren la presencia de factores de 
crecimiento en el medio de cultivo para progresar en el ciclo celular. Luego de 
pasar por el punto de restricción, estas mismas células continúan por el resto del 
ciclo celular sin estimulación externa. 


centración de las ciclinas mitóticas (fig. 14-5), un fenómeno que 
se explica en la página 580 junto con otras actividades mitóticas. 

A menudo las cinasas dependientes de ciclinas se describen 
como las “máquinas” que impulsan el ciclo celular por sus diver- 
sas etapas. Las actividades de estas enzimas están reguladas por 
diversos “frenos” y “aceleradores” que operan en combinación. 
Éstos comprenden: 


Unión de ciclina Cuando una ciclina está presente en la célula, 
se une con la subunidad catalítica de Cdk, lo que ocasiona un 
cambio importante en la conformación de la subunidad catalí- 
tica. Las estructuras cristalográficas por rayos X de varios com- 
plejos ciclina-Cdk indican que la unión con la ciclina produce el 
movimiento de un asa flexible de la cadena polipeptídica de Cdk 
para alejarse de la abertura que conduce al sitio activo de la en- 
zima, lo que permite que Cdk fosforile sus sustratos proteínicos. 


Estado de fosforilación de Cdk En otros capítulos se explicó que 
la adición y la eliminación de grupos fosfato de las proteínas 
regulan muchos fenómenos que tienen lugar en la célula. Lo 
mismo sucede con los eventos que inician la mitosis. En la fi- 
gura 14-5 puede verse que el nivel de ciclinas mitóticas se eleva 
durante las fases S y G,. Las ciclinas mitóticas presentes en la 
levadura durante este periodo se unen con Cdk para formar un 
complejo ciclina-Cdk, pero el complejo muestra poca evidencia 
de actividad de cinasa. Más adelante, en una etapa tardía de G,, 
el complejo ciclina-Cdk se activa y se desencadena la mitosis. 
Para comprender este cambio en la actividad de Cdk debe re- 
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FIGURA 14-6 La progresión por el ciclo celular de una levadura con 
fisión requiere la fosforilación y la desfosforilación de residuos críti- 
cos de cdc2. (a) Durante la fase G,, la proteína cinasa cdc2 interactúa 
con una ciclina mitótica, pero permanece inactiva como resultado de 
la fosforilación de un residuo clave de tirosina (Tir 15 en la levadura 
con fisión) por efecto de Wee1 (paso 1). Una cinasa separada, llamada 
CAK, transfiere un fosfato a otro residuo (Thr 161), que es necesario 
para la actividad de la proteína cinasa cdc2 más adelante en el ciclo ce- 
lular. Cuando la célula alcanza un tamaño crítico, se activa una enzima 
llamada fosfatasa de Cdc25, que retira el fosfato inhibidor del residuo 
Tir 15. La activación consecuente de la proteína cinasa cdc2 conduce a 
la célula a la mitosis (paso 2). Para el final de la mitosis (paso 3), el grupo 
fosfato estimulante de Thr 161 se retira por acción de otra fosfatasa. 
Después la ciclina libre se degrada y la célula inicia otro ciclo. (La Cdk 
mitótica en las células de los mamíferos se fosforila y desfosforila en 
forma similar.) (4) La proteína cinasa Weel y la fosfatasa Cdc25 se iden- 
tificaron mediante el estudio de mutantes que se comportaban como se 
muestra en esta figura. La línea 1 ilustra las etapas G, y M de una célula 
nativa. La línea 2 muestra el efecto de un gen wee1 mutante; la célula se 
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visarse la actividad de las otras tres enzimas reguladoras: dos ci- 
nasas y una fosfatasa. La función de estas enzimas en el ciclo de 
la levadura con fisión, que se ilustra en la figura 14-6a, se reveló 
mediante una combinación de análisis genéticos y bioquímicos. 
En el paso 1, una de las cinasas, llamada CAK (cinasa activadora 
de Cdk, por sus siglas en inglés), fosforila un residuo crítico de 
treonina (Ihr 161 de cdc2 en la fig. 14-64). La fosforilación 
de este residuo es necesaria, pero no suficiente, para que Cdk se 
active. Una segunda proteína cinasa que se muestra en el paso 1 
y se denomina Weel, fosforila un residuo clave de tirosina en la 
enzima (Tir 15 de cdc2; fig. 14-62). Si este residuo se fosforila, 
la enzima permanece inactiva sin importar el estado de fosfo- 
rilación de cualquier otro residuo. En otras palabras, el efecto 
de Weel rebasa el efecto de CAK, lo que mantiene Cdk en un 
estado inactivo. La línea 2 de la figura 14-64 muestra el fenoti- 
po de las células con un gen wee? mutante. Estos mutantes no 
pueden mantener Cdk en estado inactivo y se dividen en etapas 
tempranas del ciclo celular, lo que produce células más pequeñas, 
de ahí el nombre “wee” (diminutivo en inglés). En las células 
normales (tipo nativo), Wee1 mantiene Cdk inactiva hasta el fi- 
nal de G,. Entonces, al final de G,, el fosfato inhibidor de Tir 15 
se retira por acción de la tercera enzima, una fosfatasa llamada 
Cdc25 (paso 2, fig. 14-64). La eliminación de este fosfato cambia 
las moléculas ciclina-Cdk almacenadas a su estado activo, lo que 
impulsa la célula de levadura a la mitosis. La línea 3 de la figura 
14-65 muestra el fenotipo de las células con un gen cdc25 mu- 
tante. Estos mutantes no pueden retirar el fosfato inhibidor de 
Cdk y no pueden iniciar la mitosis. El equilibrio entre las activi- 


Mitosis © 
Interfase (G4) 


Células de levadura 
con fisión después 
de la mitosis á 


Inactiva 
Ciclina $ 


Degradación 


@ Tipo silvestre 
G M 
= — ED —— © 


(0) 

divide en forma prematura, con lo que se forman células pequeñas (wee, 
en inglés). La línea 3 muestra el efecto de un gen cdc25 mutante; la 
célula no se divide, sino que continúa creciendo. La flecha roja marca el 
momento en que la temperatura se elevó para desactivar la proteína mu- 
tante. (A: TOMADA DE T. R. Coreman Y W. G. DunpHry, Curr. OPIN. 
CELL BroL. 6:877, 1994.) 


566 Capitulo 14 REPRODUCCIÓN CELULAR 


dades de la cinasa Weel y la fosfatasa Cdc25, que en condiciones 
normales determina si la célula permanece en G, o avanza a la 
mitosis, está regulado por otras cinasas y fosfatasas adicionales. 
Como se explica un poco más adelante, estas vías pueden dete- 
ner a la célula para que no inicie la mitosis bajo condiciones que 
conducirían a una división celular anormal. 


Inhibidores de Cdk Diversos inhibidores pueden bloquear la ac- 
tividad de Cdk. Por ejemplo, en las levaduras con gemación una 
proteína llamada Sic1 actúa como inhibidor de Cdk durante G.. 
La degradación de Sic1 permite que los complejos ciclina-Cdk 
presentes en la célula inicien la replicación de DNA. En la pági- 
na 568 se describe la participación de los inhibidores de Cdk en 
las células de mamíferos. 


Proteólisis controlada En las figuras 14-4 y 14-5 resulta eviden- 
te que las concentraciones de ciclina oscilan durante cada ciclo 
celular, lo que produce cambios en la actividad de las Cdk. Las 
células regulan la concentración de ciclinas y otras proteínas cla- 
ve del ciclo celular mediante el ajuste tanto de la síntesis como de 
la velocidad de destrucción de la molécula en diferentes puntos 
del ciclo celular. La degradación se logra por la vía de la ubiqui- 
tina-proteasoma descrita en la página 530. A diferencia de otros 
mecanismos que controlan la actividad de Cdk, la degradación 
es un proceso irreversible que ayuda a impulsar el ciclo celular 
en un solo sentido. La regulación del ciclo celular requiere dos 
clases de complejos con múltiples subunidades (complejos SCF 
y APC) que funcionan como /ligasas de ubiquitina. Estos com- 
plejos reconocen las proteínas que se van a degradar y las unen 
a una cadena de poliubiquitina, lo que asegura su destrucción en 
un proteasoma. El complejo SCF se encuentra activo desde el 
final de G, hasta la parte temprana de la mitosis (fig. 14-264) y 
media la destrucción de las ciclinas G,,, los inhibidores de Cdk y 
otras proteínas del ciclo celular. Estas proteínas se convierten en 
blancos para un SCF después de que se fosforilan por acción de 
las proteínas cinasas (esto es, Cdk) que regulan el ciclo celular. 
Las mutaciones que inhiben la mediación de los complejos SCF 
en la proteólisis de las proteínas clave, como las ciclinas G, o el 
inhibidor Sic1 ya mencionado, pueden impedir que las células 
repliquen su DNA. El complejo APC actúa en la mitosis y de- 
grada varias proteínas clave de la mitosis, entre ellas las ciclinas 
mitóticas; la destrucción de estas últimas permite a la célula salir 
de la mitosis e iniciar un nuevo ciclo celular (pág. 580). 


Localización subcelular La célula contiene varios compartimien- 
tos distintos en los que las moléculas reguladoras pueden unirse 
o separarse de las proteínas con las que interactúan. La locali- 
zación subcelular es un fenómeno dinámico en el que los regu- 
ladores del ciclo celular se mueven a distintos compartimientos 
en diferentes etapas. Por ejemplo, una de las principales ciclinas 
mitóticas de las células animales (ciclina B1) se desplaza entre el 
núcleo y el citoplasma hasta G,, cuando se acumula en el núcleo 
justo antes del inicio de la mitosis (fig. 14-7). La acumulación 
nuclear de ciclina B1 se facilita por la fosforilación de un cúmulo 
de residuos de serina que se encuentran en su señal de expor- 
tación nuclear (NES, pág. 481). Se supone que la fosforilación 
bloquea la exportación posterior de la ciclina de regreso al cito- 
plasma. Si la acumulación nuclear de la ciclina se bloquea, las 
células no inician la división celular. 


(a) (2) 


FIGURA 14-7 Demostración experimental de la localización subcelu- 
lar durante el ciclo celular. Micrografías de una célula HeLa viva a la 
que se le inyectó ciclina B1 unida con proteína verde fluorescente (pág. 
267). La célula que se muestra en a está en fase G, de su ciclo celular y 
la ciclina B1 con marca fluorescente se localiza casi por completo en el 
citoplasma. La micrografía / muestra la célula en la profase de la mitosis 
y la ciclina B1 marcada se concentra en el núcleo celular. La base para 
este cambio en la localización, se explica en el texto. (TomADA DE PAUL 
CLuTE Y JonATHAN Pines, NATURE CELL Biou. 1:83, 1999; O DERE- 
CHOS RESERVADOS 1999, MACMILLAN MAGAZINES LIMITED.) 


Como ya se mencionó, las proteínas y los procesos que con- 
trolan el ciclo celular están muy bien conservados entre los eu- 
cariotas. Como en las levaduras, las oleadas sucesivas de síntesis 
y degradación de las distintas ciclinas desempeñan una función 
clave en la conducción de las células de los mamíferos de una 
etapa a la siguiente. A diferencia de las células de levaduras, que 
tienen una sola Cdk, las células de mamíferos producen varias 
versiones distintas de esta proteína cinasa. Diferentes complejos 
ciclina-Cdk actúan sobre diferentes grupos de sustratos en dife- 
rentes puntos del ciclo celular. El emparejamiento entre ciclinas 
individuales y las Cdk es muy específico, y sólo se encuentran 
ciertas combinaciones (fig. 14-8). Por ejemplo, en las células 
de los mamíferos la actividad de un complejo ciclina E-Cdk2 
impulsa la célula hacia la fase S, mientras que la actividad del 
complejo ciclina B1-Cdk1 la conduce a la mitosis. Las Cdk no 
siempre estimulan actividades, también inhiben fenómenos in- 
apropiados. Por ejemplo, la actividad del complejo ciclina B1- 
Cdk1 durante G, impide que la célula replique de nuevo el DNA 
que ya se replicó antes en ese ciclo celular (pág. 548). Esto ayuda 
a asegurar que cada región del genoma se replique una vez y sólo 
una vez en cada ciclo. 

Las funciones de los diversos complejos ciclina-Cdk mos- 
trados en la figura 14-8 se comprobaron en una amplia variedad 
de estudios biológicos realizados en células de mamíferos desde 
hace más de 20 años. En los últimos años, se examinaron de 
nuevo las funciones de estas proteínas en ratones con bloqueo 
génico, con algunos resultados sorprendentes. Como se esperaba, 
el fenotipo de un ratón con bloqueo génico particular depende 
del gen que se elimine. Los ratones que son incapaces de sinteti- 
zar Cdk1, ciclina B1 o ciclina A2, mueren en etapa embrionaria, 
lo que sugiere que las proteínas codificadas por estos genes son 
esenciales para el ciclo celular normal. En cambio, un embrión de 
ratón que carece de los genes que codifican todas las cuatro Cdk 
del ciclo celular (o sea, Cdk 2, 3, 4 y 6) es capaz de desarrollarse 
hasta una etapa con órganos bien formados, aunque el animal no 
sobrevive al nacimiento. Las células tomadas de embriones son 
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FIGURA 14-8 Combinaciones entre varias ciclinas y proteínas cinasas 
dependientes de ciclina en distintas etapas del ciclo celular de los ma- 
míiferos. La actividad de Cdk durante la fase G, temprana es muy baja, 
lo que promueve la formación de complejos previos a la replicación en los 
orígenes de la replicación (fig. 13-20). Para la mitad del G,, la actividad de 
Cdk es evidente por la relación de Cdk4 y Cdk6 con las ciclinas de tipo 
D (D1, D2 y D3). Entre los sustratos para estas Cdk se encuentra una 
proteína reguladora importante llamada pRb (sección 16.3, fig. 16-11). La 
fosforilación de pRb conduce a la transcripción de varios genes, inclusive 
los que codifican para las ciclinas E y A, Cdk1 y proteínas participantes 
en la replicación. La transición de G, a S, que comprende el inicio de 
la replicación, es impulsada por la actividad de la ciclina E-Cdk2 y los 
complejos ciclina A-Cdk2. La transición de G, a M se inicia por la activa- 
ción de ciclina A-Cdk1 y los complejos ciclina B1-Cdk1, que se cree que 
fosforilan sustratos tan diversos como proteínas citoesqueléticas, histonas 
y proteínas de la envoltura nuclear. (La cinasa Cdk1 de los mamíferos es 
equivalente a la proteína cinasa cdc2 de las levaduras con fisión; su inhi- 
bición y activación son similares a las que se indican en la fig. 14-6.) (To- 
MADA DE C. J. SHERR, CELL 73:1060, 1993; CON AUTORIZACIÓN DE CELL 
Press Y H. A. Correr, NATURE Revs. Mor. CeLL Bior. 8:667, 2007.) 


capaces de proliferar en cultivo, aunque más lento que las células 
normales. Este hallazgo indica que, como en las levaduras, Cdk1 
es la única Cdk necesaria para impulsar a la célula de mamífero 
por todas las etapas del ciclo celular. En otras palabras, aunque 
la otras Cdk se expresen de manera normal en momentos espe- 
cíficos durante el ciclo celular del mamífero, Cdk1 es capaz de 
“cubrir” su ausencia, lo que asegura la fosforilación de todos los 
sustratos necesarios en cada etapa del ciclo celular. Este es el 
caso típico de redundancia, en el que una proteína puede realizar 
funciones que no llevaría a cabo en condiciones normales. Aún 


así, la ausencia de una de estas ciclinas o Cdk “no esenciales” 


causa anomalías distintivas en el ciclo celular, al menos en ciertos 
tipos de células. Por ejemplo, los ratones que carecen de un gen 
para ciclina D1 son más pequeños que los animales de control, 
lo cual se debe a una disminución en la magnitud de división ce- 
lular en todo el cuerpo. Además, los animales con deficiencia de 
ciclina D1 presentan una falta particular de proliferación celular 
durante el desarrollo de la retina. Los ratones que carecen de 
Cdk4 se desarrollan pero sin células productoras de insulina en 
el páncreas. Aunque parece que los ratones que carecen de Cdk2 
se desarrollan de manera normal, tienen defectos específicos du- 
rante la meiosis, lo que refuerza las importantes diferencias en la 
regulación de las divisiones mitóticas y meióticas. 
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Puntos de comprobación (revisión), inhibidores de ci- 
nasa y respuestas celulares La ataxia-telangiectasia es un 
trastorno recesivo hereditario que se caracteriza por una multi- 
tud de síntomas diversos, inclusive un riesgo muy alto para cier- 
tos tipos de cáncer.? Durante el final del decenio de 1960 (tras 
la muerte de varios individuos que se sometieron a radioterapia), 
se descubrió que los pacientes con ataxia-telangiectasia son en 
extremo sensibles a la radiación ionizante (pág. 555). También lo 
son las células de estos pacientes, que carecen de una respuesta 
protectora crucial que se observa en las células normales. Cuan- 
do las células normales se someten a tratamientos que dañan el 
DNA, como radiación ionizante o fármacos que alteran el DNA, 
su avance en el ciclo celular se detiene mientras el daño se repa- 
ra. Por ejemplo, si una célula normal recibe radiación durante la 
fase G, del ciclo celular, la progresión a la fase S se retrasa. De 
igual manera las células radiadas en la fase S posponen la síntesis 
adicional de DNA, en tanto que las células afectadas durante G, 
retrasan su ingreso a la mitosis. 

Los estudios de este tipo realizados en levaduras dieron 
origen al concepto, formulado por Leland Hartwell y Ted Wei- 
nert en 1988, de que las células tienen puntos de comprobación 
como parte de su ciclo celular. Los puntos de comprobación son 
mecanismos que detienen el progreso del ciclo celular si cual- 
quier DNA cromosómico se daña o si ciertos procesos críticos 
no se completaron en forma correcta, como la replicación del 
DNA durante la fase S o la alineación cromosómica durante la 
fase M. Los puntos de comprobación , aseguran que cada uno de 
los diversos fenómenos que constituyen el ciclo celular, ocurran 
en forma precisa y en el orden apropiado. Muchas de las proteí- 
nas de la maquinaria de los puntos de comprobación no tienen 
ninguna función en los sucesos del ciclo celular normal y sólo 
actúan cuando aparece alguna anomalía. De hecho los genes que 
codifican varias proteínas de puntos de comprobación se iden- 
tificaron por primera vez en células mutantes de levaduras que 
continuaban su avance en el ciclo celular a pesar de sufrir daño 
en el DNA u otras anomalías que causaban defectos graves. 

Los puntos de comprobación se activan durante todo el ci- 
clo celular mediante un sistema de sensores que reconoce el 
daño del DNA y las anomalías celulares. Si un sensor detecta 
la presencia de un defecto, inicia una respuesta que detiene en 
forma transitoria el progreso del ciclo celular. Entonces la célula 
puede emplear ese retraso para reparar el daño o corregir el de- 
fecto en lugar de continuar a la etapa siguiente. Esto tiene una 
importancia especial porque las células de los mamíferos que se 
dividen con daños genéticos corren el riesgo de transformarse 
en una célula cancerosa. Si el DNA se daña más allá de la repa- 
ración posible, el mecanismo del punto de comprobación puede 
transmitir una señal que conduce a 1) la muerte de la célula o 
2) su conversión a un estado de paro permanente del ciclo celular 
(conocido como senectud). 

En muchas partes de este libro ya se mencionó que el es- 
tudio de enfermedades poco comunes en los seres humanos 
condujo a un descubrimiento primordial de la biología celular y 


2Otros síntomas de la enfermedad incluyen: postura inestable (ataxia), resultado 
de la degeneración de las células nerviosas en el cerebelo, vasos sanguíneos con 
dilatación permanente (telangiectasias), en la cara y otros sitios, susceptibilidad 
a la infección y células con una cantidad demasiado elevada de alteraciones 
cromosómicas. La base de los primeros dos síntomas aún no se ha determinado. 
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molecular. La respuesta al daño del DNA celular es otro ejemplo 
de este trayecto al descubrimiento. El gen causante de la ataxia- 
telangiectasia (el gen ATM) codifica una proteína cinasa que se 
activa con ciertas lesiones del DNA, sobre todo roturas de doble 
cadena (pág. 555). Un hecho notable es que la presencia de una 
sola rotura en una de las moléculas del DNA de la célula, es 
suficiente para hacer que el ciclo celular se detenga. Otros tipos 
de lesiones, como las causadas por la replicación incompleta del 
DNA o la radiación UV, activan una proteína cinasa relacionada 
llamada ATR. Tanto ATM como ATR son parte de comple- 
jos multiproteínicos capaces de unirse con el DNA dañado. Una 
vez unidas, ATM y ATR pueden fosforilar una gran variedad de 
proteínas que participan en los puntos de comprobación del ciclo 
celular y en la reparación del DNA. 

¿Cómo es que una célula detiene su progreso de una etapa 
del ciclo celular a la siguiente? A continuación se presenta un 
breve examen de dos vías bien estudiadas que están disponibles 
para que las células de los mamíferos detengan el ciclo celular en 
respuesta al daño en el DNA. 


1. Si una célula que se prepara para la mitosis se somete a ra- 
diación UV, la proteína cinasa ATR se activa y fosforila y la 
célula detiene el ciclo celular en G,. Se piensa que las mo- 
léculas de proteína cinasa de ATR son reclutadas en sitios 
de DNA monocatenario cubiertos con proteína, como los 
que se observan cuando se repara el DNA dañado por UV 
(fig. 13-26). ATR fosforila y activa una cinasa de punto de 
comprobación denominada Chk1 (paso 1, fig. 14-9), que a 
su vez fosforila Cdc25 en un residuo serina específico (paso 
2), lo que convierte la molécula Cdc25 en un blanco para una 
proteína adaptadora especial que se une a esta fosfatasa en 
el citoplasma (paso 4). Esta interacción inhibe la actividad 
de fosfatasa de Cdc25 e impide que se importe de nuevo al 
núcleo. Como se expone en la página 565, Cdc25 suele tener 
un cometido clave en la transición G,/M al eliminar fosfatos 
inhibidores de la Cdk1. Así, la ausencia de Cdc25 del núcleo 
deja Cdk en un estado inactivo (paso 5) y la célula se detiene 
enG 

2. El daño en el DNA también induce la síntesis de proteínas 
que inhiben en forma directa el complejo ciclina-Cdk que 
impulsa el ciclo celular. Por ejemplo, las células expuestas a 
radiación ionizante en G, sintetizan una proteína llamada 
p21 (masa molecular de 21 kDa) que inhibe la actividad de 
cinasa de la Cdk de G,. Esto impide que las células fosforilen 
sustratos clave y de que ingresen en la fase S. ATM participa 
en este mecanismo de punto de comprobación. En esta res- 
puesta particular al daño en el DNA, las roturas del DNA 
causadas por radiación ionizante sirven como sitios para el re- 
clutamiento de un complejo proteínico llamado MRN. MRN 
puede considerarse un sensor de roturas en el DNA. 
MRN atrae a ATM, que fosforila y activa a otra cinasa para 
punto de comprobación llamada Chk2 (paso a, figura 14-9). 
A su vez, Chk2 fosforila un factor de transcripción (p53) 
(paso b), lo que conduce a la transcripción y traducción del 
gen p21 (pasos c y d), con la subsiguiente inhibición de Cdk 
(paso e). Alrededor de 50% de todos los tumores humanos 
muestran indicios de mutaciones en el gen que codifica p53, lo 
que refleja su importancia en el control del crecimiento celu- 
lar. La función de p53 se expone con detalle en el capítulo 16. 
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FIGURA 14-9 Modelos para el mecanismo de acción de dos puntos de 
comprobación de daño de DNA. Las ATM y ATR son proteínas ci- 
nasas que se activan con daños específicos del DNA. Cada una de estas 
proteínas actúa mediante puntos de comprobación que señalan las vías 
que conducen al paro del ciclo celular. ATM se activa como respuesta a 
las roturas en la cadena doble, que detecta el complejo proteínico MRN. 
Por otro lado, ATR se activa por el ss DNA cubierto con proteína que se 
forma cuando la horquilla de replicación se atasca o cuando se repara el 
DNA después de varios tipos de daño. En la vía de G, que aquí se muestra, 
ATR fosforila y activa la proteína cinasa del punto de comprobación Chk1 
(paso 1), que fosforila y desactiva la fosfatasa Cdc25 (paso 2), y que en 
condiciones normales se desplaza entre el núcleo y el citoplasma (paso 3). 
Una vez fosforilada, Cdc25 se une con una proteína adaptadora en el cito- 
plasma (paso 4) y no puede importarse de nuevo al núcleo, lo que deja a la 
Cdk en su estado fosforilado inactivo (paso 5). En la vía G, mostrada aquí, 
ATM se fosforila y activa la proteína cinasa del punto de comprobación 
Chk2 (paso a), que fosforila p53 (paso b). En condiciones normales p53 
tiene una vida muy corta, pero la fosforilación mediante Chk2 estabiliza la 
proteína, lo que aumenta su capacidad para activar la transcripción de p21 
(paso c). Tras su transcripción y traducción (paso d), p21 inhibe en forma 
directa la Cdk (paso e). (Se identifican muchas otras vías del punto de 
comprobación de G., S y G, que incluyen ATM y ATR.) 


La molécula p21 es sólo uno de los por lo menos siete in- 
hibidores conocidos de Cdk. La interacción entre un inhibidor 
de Cdk diferente (p27) y uno de los complejos ciclina-Cdk se 
muestra en la figura 14-104. En este modelo la molécula p27 se 
cuelga sobre ambas subunidades del complejo ciclina A-Cdk2, 
lo que cambia la conformación de la subunidad catalítica e inhi- 
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FIGURA 14-10 p27, un inhibidor de Cdk que detiene la progresión del 
ciclo celular. (a) Estructura tridimensional de un complejo entre p27 
y ciclina A-Cdk2. La interacción con p27 altera la conformación de la 
subunidad catalítica Cdk, lo que inhibe su actividad de proteínas cinasas. 
(5) Un par de hermanos de camada a las 12 semanas de edad. Además de 
poseer distintos genes para el color del pelo, el ratón con pelo oscuro se 
modificó mediante ingeniería genética de tal manera que carece de am- 
bas copias del gen p27 (indicado como p27””), lo que explica su tamaño 


be la actividad de proteína cinasa. En muchas células p27 debe 
fosforilarse y luego degradarse antes de que pueda avanzarse a 
la fase S. 

Los inhibidores de Cdk, como p21 y p27, también parti- 
cipan en la diferenciación celular. Justo antes que las células co- 
miencen a diferenciarse (ya sea en células musculares, hepáticas, 
sanguíneas o de algún otro tipo), por lo general se retiran del 
ciclo celular y dejan de dividirse. Se cree que los inhibidores de 
Cdk permiten o inducen en forma directa el retiro del ciclo ce- 
lular. Tal como las funciones de las Cdk y las ciclinas específicas 
se han estudiado en ratones con bloqueo génico, así también a 
sus inhibidores. Los ratones que carecen del gen p27 tienen un 
fenotipo distintivo: son más grandes de lo normal (fig. 14-100) 
y ciertos Órganos, como el timo y el bazo, contienen una canti- 
dad mucho mayor de células que los de animales normales (fig. 
14-100). En los ratones normales las células de estos órganos 
particulares sintetizan niveles relativamente altos de p27 y se 
supone que la ausencia de esta proteína en los animales con defi- 
ciencia de p27 permite que las células se dividan varias veces más 
antes de diferenciarse. 


REVISIÓN 


1. ¿Qué es el ciclo celular? ¿Cuáles son las etapas del ciclo 
celular? ¿Cómo varía el ciclo celular entre los distintos 
tipos de células? 

2. Describir cómo puede aplicarse el uso de [*H]timidina 
y la autorradiografía para conocer la duración de los 
diversos periodos del ciclo celular. 

3. ¿Cuál es el efecto de la fusión de una célula en G, 
con una en etapa S?, ¿y de fusionar una célula en fase 
G, con una en M?, ¿y una célula en fase G, o S con 
una en M? 

4. ¿Cómo varía la actividad de MPF en todo el ciclo 
celular? ¿Cómo se relaciona con la concentración de 


(c) 


mayor. (c) Comparación de los timos de un ratón normal (izquierda) y 
uno p27” (derecha). La glándula del ratón con eliminación de p27 es 
mucho más grande por la mayor cantidad de células. (A: REIMPRESA CON 
AUTORIZACIÓN DE ALicia A. Russo ET AL., NATURE 382:327, 1995; 
CORTESÍA DE NikoLAa PavLeTICH. O DERECHOS RESERVADOS 1995 
MaAcmMILLAN MAGAZINES LIMITED; B Y cC: TOMADAS DE KEIkO NAKA- 
YAMA ET AL. CORTESÍA DE Ker-1IcCH1 Nakayama, CELL 85:710,711, 
1996; CON AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 


ciclinas? ¿Cómo afecta la actividad del factor promotor 
de maduración la concentración de ciclina? 
5. ¿Cuáles son las funciones respectivas de CAK, Weel 
y Cdc25 en el control de la actividad de Cdk en las 
células de levadura con fisión? ¿Cuál es el efecto de las 
mutaciones en los genes weel o cdc25 en estas células? 
6. ¿Qué se conoce como punto de comprobación del ciclo 
celular? ¿Cuál es su importancia? ¿Cómo es que una 
célula detiene su progresión en alguno de estos puntos 
de comprobación? 


14.2 FASE M: MITOSIS Y CITOCINESI 


Mientras que la comprensión de la regulación del ciclo celular 
depende mucho de los estudios genéticos en levaduras, el cono- 
cimiento de la fase M se basa en más de un siglo de investigación 
microscópica y bioquímica en animales y plantas. El término 
“mitosis” proviene de la palabra griega mitos, que significa “he- 
bra”. Lo acuñó en 1882 el biólogo alemán Walther Flemming 
para describir los cromosomas filiformes que aparecían en forma 
misteriosa en las células animales justo antes de dividirse en dos. 
La belleza y la precisión de la división celular se aprecia mejor 
si se observa un video acelerado del proceso, en lugar de leer al 
respecto en un libro de texto. 

La mitosis es un proceso de división nuclear en el que las 
moléculas replicadas de DNA de cada cromosoma se reparten 
con exactitud en dos núcleos. La mitosis suele acompañarse de 
la citocinesis, un proceso por el que una célula en división se 
separa en dos, con lo que el citoplasma se divide en dos paquetes 
celulares. Las dos células hijas resultantes de la mitosis y la cito- 
cinesis tienen un contenido genético idéntico entre sí y al de la 
célula madre de la que provienen. Por tanto la mitosis mantiene 
el número de cromosomas y genera nuevas células para el creci- 
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Profase 


1. El material cromosómico se condensa para 
formar cromosomas mitóticos compactos. 
Se observa que los cromosomas se 
componen de dos cromátides unidas en 
el centrómero 


2. El citoesqueleto se desensambla y el huso 
mitótico se ensambla 


3. El aparato de Golgi y el retículo 
endoplásmico se fragmentan. La envoltura 
nuclear se dispersa 


Prometafase 


1. Los microtúbulos cromosómicos se unen 


con los cinetocoros de los cromosomas eo 
2. Los cromosomas se mueven al ecuador 
del huso 
Z 


Metafase 


1. Los cromosomas están alineados en la 
placa de la metafase, unidos por 
microtúbulos cromosómicos a ambos polos 


1. Los centrómeros se dividen y las 
cromátides se separan 


2. Los cromosomas se mueven a los polos 
opuestos del huso 


3. Los polos del huso se separan 


Telofase 


1. Los cromosomas se aglomeran en los 


polos opuestos del huso o 
2. Los cromosomas se dispersan 
3. La envoltura nuclear se ensambla alrededor 
de los cúmulos de cromosomas 
4. El aparato de Golgi y el retículo 
endoplásmico se reforman 
O 


5. Las células hijas se forman por citocinesis 


FIGURA 14-11 Etapas de la mitosis en una célula animal (dibujos de la izquierda) y una vegetal (micrografías de la derecha). (MicroGrAFÍAS DE 
ANDREW BAJER.) 


miento y el mantenimiento de un organismo. La mitosis puede 
ocurrir en células haploides o diploides. Las células mitóticas ha- 
ploides se encuentran en hongos, gametofitos de las plantas y en 
unos cuantos animales (inclusive abejas macho, conocidas como 
zánganos). La mitosis es una etapa del ciclo celular en la que la 
célula dedica toda su energía a una sola actividad: la separación 
cromosómica. Como resultado la mayor parte de las actividades 
metabólicas de la célula, entre ellas la transcripción y la traduc- 
ción, se detienen durante la mitosis y la célula entra en una falta 
relativa de respuesta a los estímulos externos. 

En los capítulos previos se revisó cuánto puede aprenderse 
respecto a los factores encargados de un proceso particular me- 
diante el estudio de ese proceso fuera de una célula viva (pág. 
270). La comprensión de la bioquímica de la mitosis mejoró 
mucho con el uso de extractos preparados a partir de huevos de 
rana. Tales extractos contienen pilas de todos los materiales (his- 
tonas, tubulina, etc.) necesarios para sostener la mitosis. Cuando 
se agregan cromatina o núcleos completos al extracto de huevos, 
la cromatina se convierte en cromosomas mitóticos, los cuales se 
dividen en un huso mitótico que se ensambla de manera espon- 
tánea dentro de la mezcla libre de células. Muchos experimentos 
estudian la función de una proteína particular mediante la elimi- 
nación de esa proteína del extracto de huevos con la adición de 
un anticuerpo (inmunodepleción) y la verificación de si el pro- 
ceso puede continuar en ausencia de esa sustancia (fig. 14-21). 

Por lo general, la mitosis se divide en cinco etapas (fig. 
14-11): profase, prometafase, metafase, anafase y telofase, cada una 
caracterizada por una serie particular de sucesos. Hay que tener 
presente que estas etapas representan un segmento de un proceso 
continuo; la división de la mitosis en fases arbitrarias se hace sólo 
para facilitar la descripción y la experimentación. 


Profase 


En la profase, la primera etapa de la mitosis, los cromosomas 
duplicados se preparan para la separación, y la maquinaria mi- 
tótica se ensambla. 


Formación del cromosoma mitótico El núcleo de una 
célula en interfase contiene longitudes enormes de fibras de 
cromatina. El estado extendido de la cromatina en interfase es 
ideal para la separación en dos células hijas. Antes de separar 
sus cromosomas, una célula los convierte en estructuras mucho 
más cortas y gruesas por un proceso notable de compactación de 
cromosomas (o condensación cromosómica), que ocurre en etapas 
iniciales de la profase (figs. 14-11 y 14-12). 

Como se describe en la página 483, la cromatina de una 
célula en interfase se organiza en fibras de unos 30 nm de diá- 
metro. Los cromosomas mitóticos están compuestos por tipos 
similares de fibras, como se observa al examinar con el microsco- 
pio electrónico los cromosomas completos aislados de las células 
mitóticas (fig. 14-134). Parece que la compactación cromosómica 
no altera la naturaleza de la fibra de cromatina, sino la manera 
en que la fibra de cromatina se empaca. El tratamiento de los 
cromosomas mitóticos con soluciones que disuelven las histonas 
y la mayor parte de las proteínas no histonas revela una estruc- 
tura que conserva la forma básica del cromosoma intacto (fig. 
14-132). Las asas de DNA se unen por su base con las proteínas 
no histonas que conforman el andamiaje cromosómico (que se 
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FIGURA 14-12 Los cromosomas de este núcleo en etapa temprana de 
la profase comenzaron el proceso de compactación que los convierte 
en cromosomas mitóticos cortos cilíndricos que se separan en una eta- 
pa posterior de la mitosis. (TomADA DE A. T. SUMNER, CHROMOSOMA 
100:411, 1991.) 


muestra con mayor aumento en la fig. 12-11). Durante la interfa- 
se, las proteínas del andamiaje cromosómico se dispersan dentro 
del núcleo y tal vez forman parte de la matriz nuclear (pág. 499). 

En años recientes la investigación de la compactación cro- 
mosómica se enfocó en un complejo abundante de múltiples 
proteínas llamado condensina. Las proteínas de la condensina se 
descubrieron mediante la incubación de núcleos en extractos de 
huevos de rana y la identificación de las proteínas que se relacio- 
nan con los cromosomas durante la compactación. La elimina- 
ción de la condensina de los extractos impidió la compactación 
de los cromosomas. ¿Cómo es que la condensina es capaz de 
inducir cambios tan drásticos en la arquitectura de la cromatina? 
Hay muy pocos datos de estudios in vivo para responder esta 
pregunta, pero se especula mucho al respecto. 

El DNA superenrollado ocupa un volumen mucho menor 
que el DNA relajado (fig. 10-12) y los estudios sugieren que el 
súper plegamiento del DNA tiene una participación clave en la 
compactación de una fibra de cromatina en el diminuto volu- 
men que un cromosoma mitótico ocupa. En presencia de una 
topoisomerasa y ATP, la condensina es capaz de unirse con el 
DNA in vitro y enrollar el DNA en rizos súper plegados en sen- 
tido positivo. Este descubrimiento concuerda bien con la obser- 
vación de que la compactación de cromosomas en la profase in 
vivo requiere topoisomerasa II, que junto con la condensina está 
presente como parte del andamiaje mitótico del cromosoma (fig. 
14-132). En la figura 14-14 se muestra un modelo especulativo 
de la acción de la condensina. Esta es activada al inicio de la 
mitosis mediante la fosforilación de varias de sus subunidades 
por la ciclina-Cdk que se encarga de impulsar las células de G, a 
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(b) 3 um 


FIGURA 14-13 Compactación de cromosoma durante la mitosis. (a) 
Micrografía electrónica de una preparación con montura completa de 
un cromosoma mitótico humano. Se observa que la estructura está com- 
puesta por una fibra nudosa de 30 nm de diámetro, similar a la que se 
encuentra en los cromosomas de la interfase. (4) Apariencia de un cro- 
mosoma mitótico después de eliminar las histonas y la mayor parte de 
las proteínas no histonas. Las proteínas residuales forman un andamiaje 
del que puede verse que surgen las hélices de DNA (las hélices de DNA 
se muestran con más claridad en la figura 12-11). (A: POR CORTESÍA DE 
GUNTHER F. BAHR; B: TOMADA DE James R. PauLson y ULricH K. 
LaemmLI, CELL 12:820, 1977; CON AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 


la mitosis. Por tanto, se supone que la condensina es uno de los 
blancos a través de los cuales las Cdk pueden iniciar las activida- 
des del ciclo celular. La estructura subunitaria de una molécula 


Interfase 


Profase 


Cohesina 


FIGURA 14-14 Modelos de las funciones de condensina y cohesina en 
la formación de los cromosomas mitóticos. Inmediatamente después 
de la replicación, las hélices de DNA de un par de cromátides hermanas 
se mantendrían juntas por efecto de moléculas de cohesina que rodean 
las hélices de DNA hermanas, como se muestra en la parte superior del 
dibujo. Al entrar en mitosis la célula comenzaría el proceso de compac- 
tación, con la ayuda de moléculas de condensina, como se muestra en la 
parte inferior del dibujo. En este modelo, la condensina induce la com- 
pactación del cromosoma formando un anillo alrededor de lazos super- 
enrollados de DNA dentro de la cromatina. Las moléculas de cohesina 
continuarían manteniendo juntas a las cromátides hermanas de DNA. 
Se propone (pero no se muestra en este dibujo) que ciertas interacciones 
cooperativas entre moléculas de condensina entonces organizarían los 
lazos superenrollados en giros más grandes, que se plegarían en una fibra 
de cromosoma mitótico. Los recuadros superior e inferior muestran la 
estructura subunitaria de un complejo individual de cohesina y conden- 
sina, respectivamente. Ambos complejos se construyen alrededor de un 
par de subunidades SMC. Cada uno de los polipéptidos SMC se replie- 
ga en sí mismo para formar un lazo torcido antiparalelo muy alargado 
con un dominio globular de unión a ATP donde los extremos N y C se 
reúnen. La cohesina y la condensina también tienen dos o tres subuni- 
dades no SMC que completan la estructura anular de estas proteínas. 


de condensina en forma de V se muestra en el recuadro inferior 
de la figura 14-14. 

Como resultado de la compactación, los cromosomas de una 
célula mitótica se ven como estructuras cilíndricas distintivas. El 
examen cuidadoso de los cromosomas mitóticos revela que cada 
uno de ellos se compone de dos cromátides “hermanas”, imagen 
en espejo (fig. 14-134). Estas son producto de la replicación en 
la interfase previa. 

Antes de la replicación el DNA de cada cromosoma en 
interfase se relaciona en toda su longitud con un complejo de 
proteínas múltiples llamado cohesina (fig. 14-14). Después de la 
replicación la cohesina funciona como un puente físico que sos- 
tiene las dos cromátides hermanas juntas durante G, y hacia la 
mitosis, en la que al final se separan. Como se indica en la figura 
14-14, la condensina y la cohesina tienen una organización es- 
tructural similar. Varios experimentos apoyan la hipótesis de que 
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(a) 


FIGURA 14-15 Cada cromosoma mitótico comprende un par de cro- 
mátides hermanas conectadas entre sí por el complejo proteínico 
cohesina. (a) Micrografía electrónica de barrido de varios cromoso- 
mas humanos en metafase, que muestra las cromátides idénticas em- 
parejadas y vinculadas de manera laxa a lo largo y unidas con firmeza 
por el centrómero. Las cromátides no se separan hasta la anafase. (5) 
Micrografía con fluorescencia de un cromosoma en metafase en una 
célula humana cultivada. El DNA se tiñó de azul, los cinetocoros son 


el anillo de cohesina rodea dos moléculas hermanas de DNA 
como se muestra en las partes superior e inferior de la figura 
14-14. 

En los vertebrados la cohesina se libera de los cromosomas 
en dos etapas distintas. La mayor parte de la cohesina se separa 
de los brazos de los cromosomas conforme se compactan du- 
rante la profase. La disociación es inducida por la fosforilación 
de subunidades de cohesina a cargo de dos importantes enzi- 
mas mitóticas llamadas cinasa tipo Polo y cinasa Aurora B. En 
la estela de este fenómeno, las cromátides de cada cromosoma 
mitótico se mantienen relativamente holgadas a lo largo de sus 
brazos extendidos, pero mucho más apretadas en sus centróme- 
ros (figs. 14-13a y 14-15). Se piensa que la cohesina permanece 
en los centrómeros debido a la presencia ahí de una fosfatasa 
que elimina cualquier grupo fosfato agregado a la proteína por 
las cinasas. La liberación de la cohesina desde los centrómeros 
normalmente se retrasa hasta la anafase, como se describe en la 
página 580. Si la fosfatasa se desactiva de manera experimental, 
las cromátides hermanas se separan entre sí de manera prematu- 
ra antes de la anafase. 


Centrómeros y cinetocoros La marca distintiva más notable de un 
cromosoma mitótico es una indentación o constricción primaria, 
que marca la posición del centrómero (fig. 14-134). El centróme- 
ro es la residencia de secuencias de DNA muy repetidas (fig. 10- 
19) que sirven como sitios de unión para proteínas específicas. El 
examen de los cortes a través de un cromosoma mitótico revela la 


1 um (0) 


verdes y la cohesina es roja. En esta etapa de la mitosis la cohesina 
ya desapareció de los brazos de las cromátides hermanas, pero per- 
manece concentrada en los centrómeros, donde ambas se mantienen 
unidas. (A: TOMADA DE A. T. SUMNER, CHROMOSOMA 100:415, 1991; 
B: TOMADA DE S. Haur Y Jan-MicHaEL PETERS, REIMPRESA CON 
AUTORIZACIÓN DE T. J. Mrrcu1son Y E. D. SALMON, NATURE CELL 
Bior. 3:E17, 2001; O DERECHOS RESERVADOS 2001, MACMILLAN 
MAGAZINES LIMITED.) 


presencia de una estructura proteinácea similar a un botón, el ci- 
netocoro, en la superficie externa del centrómero de cada cromá- 
tide (fig. 14-16a,0). El cinetocoro se ensambla en el centrómero 
durante la profase. Como se evidencia un poco más adelante, el 
cinetocoro funciona como: 1) sitio de unión del cromosoma a 
los microtúbulos dinámicos del huso mitótico (como en la figura 
14-30), 2) residencia de varias proteínas motoras participantes 
en la motilidad de los cromosomas (fig. 14-16c) y 3) componente 
clave en la vía de señalización de un punto de comprobación 
mitótico importante (fig. 14-31). 

Una interrogante de gran interés para los científicos que 
estudian los cinetocoros es cómo estas estructuras pueden man- 
tener su unión con los microtúbulos que crecen y se encogen 
en forma constante en su extremo positivo. Para mantener este 
tipo de “sujeción flotante”, el acoplador tendría que moverse con 
el extremo del microtúbulo mientras las subunidades se agre- 
gan o retiran. La figura 14-16c presenta dos tipos de proteínas 
implicadas como posibles vinculadores de un cinetocoro a los 
microtúbulos dinámicos, o sea proteínas motoras y una proteí- 
na cilíndrica llamada Ndc80. Esta es una proteína esencial del 
cinetocoro formadora de fibrillas que parecen alcanzar y unirse 
con la superficie del microtúbulo adyacente. Entre las diversas 
proteínas motoras relacionadas con el cinetocoro, CENP-E, 
miembro de la superfamilia de la cinesina, es la más implicada 
como posible acoplador con el microtúbulo. Un tercer candidato 
en las células de levaduras, llamado Daml, se ilustra en la figura 
14-30. 
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Cinetocoro externo 
unión del microtúbulo 
actividad motora en 
microtúbulos transducción 
de señal 


Heterocromatina 
pericentromérica 


Microtúbulos Mi 


Cinetocoro interno 
replicación del 
centrómero interfase 
de cromatina formación 
de cinetocoro 


Placa interna 
Zona 
(b) intermedia 


(a) 0.2 um 


FIGURA 14-16 El cinetocoro. (a) Micrografía electrónica de un corte a tra- 
vés de uno de los cinetocoros de un cromosoma en metafase de mamífero, 
que muestra su estructura de tres capas (trilaminar). Puede verse que los mi- 
crotúbulos del huso mitótico terminan en el cinetocoro. (4) Representación 
esquemática del cinetocoro que contiene una placa interna y otra externa 
electrodensas separadas por una zona intermedia con tinción clara. En la 
parte a se indican las funciones propuestas de las placas interna y externa. 
La placa interna contiene varias proteínas unidas con la heterocromatina 
centromérica del cromosoma. Relacionada con la placa externa se observa 
una corona fibrosa, que une las proteínas motoras que participan en el mo- 
vimiento cromosómico. (c) Modelo esquemático de la disposición de las 
proteínas motoras en la superficie externa del cinetocoro. Entre las proteí- 
nas motoras relacionadas con el cinetocoro, la dineína citoplásmica se mue- 


Formación del huso mitótico En el capítulo 9 se describió 
cómo una estructura especial organizadora de microtúbulos, el 
centrosoma, inicia el ensamble de los microtúbulos en las célu- 
las animales (pág. 333). Conforme la célula pasa por G, hacia la 
mitosis, los microtúbulos del citoesqueleto se desensamblan con 
rapidez en preparación para su reensamble como componentes 
de una “máquina” compleja con microtúbulos llamada huso mi- 
tótico. Se cree que el desensamble rápido del citoesqueleto de 
la interfase se produce por la desactivación de las proteínas que 
estabilizan los microtúbulos (p. ej., proteínas asociadas a micro- 
túbulos, o MAP) y por la activación de proteínas que disminuyen 
la estabilidad de estos polímeros. 

Para comprender la formación del huso mitótico es necesa- 
rio examinar primero el ciclo del centrosoma a medida que avanza 
en forma conjunta con el ciclo celular (fig. 14-174). Cuando una 
célula animal sale de la mitosis, el citoplasma contiene un solo 
centrosoma que posee dos centriolos situados en ángulo recto 
uno del otro. Incluso antes de completar la citocinesis, los dos 
centriolos de cada célula hija pierden la estrecha relación entre 
ellos (se dice que se “desacoplan”). Este fenómeno se inicia por 
efecto de la enzima separasa, que se activa en una fase tardía de 
la mitosis (pág. 580). Después, cuando comienza la replicación 
del DNA en el núcleo, al principio de la fase S, cada centriolo del 
centrosoma inicia su “replicación” en el citoplasma. El proceso 
comienza con la aparición de un pequeño procentriolo junto a 


Cinetocoro 


Placa externa 


Extremo positivo del microtúbulo donde 
f se agregan o pierden subunidades 
Microtúbulo 


Placa del cinetocoro externo 


Corona fibrosa  Microtúbulo CENP-E 


Despolimerasa 
(c) 


ve hacia el extremo negativo de un microtúbulo, mientras que CENP-E 
se mueve hacia el extremo positivo. También es probable que estos motores 
participen en la fijación del microtúbulo al cinetocoro. La proteína rotulada 
“despolimerasa” es un miembro de la superfamilia de cinesinas que inter- 
viene en la despolimerización de microtúbulos más que en la motilidad. En 
este dibujo, las despolimerasas se encuentran en estado inactivo (el micro- 
túbulo no está despolarizándose). Ndc80 es un complejo proteínico consis- 
tente en cuatro subunidades proteínicas distintas que forma una molécula 
de 50 nm de largo con forma cilíndrica que se extiende fuera del cuerpo del 
cinetocoro. Estas fibrillas de Ndc80 se han implicado como acopladores 
del cinetocoro al extremo positivo de un microtúbulo dinámico. (A: CORTE- 
SÍA DE Kevin SULLIVAN, TOMADA DE Don W. CLEVELAND ET AL., CELL 
112:408, 2003; con AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 


Dineína 
Corona fibrosa 


cada centriolo preexistente (materno) y orientado en ángulo rec- 
to con éste (fig. 14-175). La elongación ulterior del microtúbulo 
convierte el centriolo hijo en un centriolo de tamaño completo. 
Al principio de la mitosis el centrosoma se separa en dos cen- 
trosomas adyacentes, cada uno con un par de centriolos padre e 
hijo. El inicio de la duplicación del centrosoma en la transición 
G,-S se desencadena mediante la fosforilación de una proteí- 
na centrosómica por Cdk2, el mismo agente que se encarga del 
inicio de la replicación del DNA (fig. 14-8). La duplicación del 
centrosoma es un proceso bien controlado, de manera que cada 
centriolo materno produce sólo un centriolo hijo durante cada 
ciclo celular. La formación de centriolos adicionales puede pro- 
ducir una división celular anormal y contribuir al desarrollo de 
cáncer (fig. 14-170). 

La primera etapa en la formación del huso mitótico en una 
célula animal típica es la aparición de microtúbulos dispuestos en 
una “corona solar”, o astro (fig. 14-18), alrededor de cada centro- 
soma durante la profase inicial. Como se explica en el capítulo 
9, los microtúbulos crecen por la adición de subunidades en sus 
extremos más o positivos, mientras que el extremo menos o ne- 
gativo permanece relacionado con el centrosoma. Después de la 
formación del astro, los centrosomas se separan uno del otro y 
se mueven alrededor del núcleo hacia los extremos contrarios de 
la célula. La separación de los centrosomas está impulsada por 
proteínas motoras relacionadas con los microtúbulos adyacentes. 
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FIGURA 14-17 El ciclo del centrosoma de una célula animal. (a) Al final 


de la mitosis, el centrosoma contiene un solo par de centriolos orientados 
en ángulos rectos entre sí. Durante la fase S los centriolos hijos se sitúan 
de modo adyacente a los centriolos maternos, de manera que hay dos pa- 
res de centriolos visibles dentro del centrosoma (véase 4). Los centriolos 
hijos continúan su elongación durante la fase G, y al principio de la mito- 
sis, el centrosoma se divide y cada par de centriolos se convierte en parte 
de su propio centrosoma. Mientras se separan, los centrosomas organizan 
las fibras de los microtúbulos que conforman el huso mitótico. (5) Se ve 
que el centrosoma de esta célula contiene dos pares de centriolos. Los 
centriolos más cortos de la célula hija se señalan con flechas. (c) Esta célu- 
la mamaria cancerosa de ratón contiene más del complemento normal de 
dos centrosomas (rojo) y ensambló un aparato de huso multipolar (ver- 
de). Los centrosomas adicionales producen una separación defectuosa de 
los cromosomas y cantidades anormales de cromosomas (azul), que son 
característicos de las células malignas. (a: TOMADA DE D. R. KELLOGG 
ET AL., REPRODUCIDA CON AUTORIZACIÓN DE THE ÁNNUAL REVIEW OF 
BIOCHEMISTRY, VOL. 63; O 1994, por ANNUAL REVIEWS ÍNC.; B: TOMA- 
DA DE J. B. RATTNER Y STEPHANIE G. PmiLiipS, J. CELL BroL. 57:363, 
1973; MEDIANTE AUTORIZACIÓN DE DERECHOS RESERVADOS DE LA Roc- 
KEFELLER UNIVERSITY PRESS; C: CORTESÍA DE THEA GOEPFERT Y W. R. 
BrINkLeY, BAYLOR COLLEGE OF MEDICINE, Houston, TX.) 


Conforme los centrosomas se separan, los microtúbulos que se 
estiran entre ellos aumentan en cantidad y longitud (fig. 14-18). 
Al final los dos centrosomas llevan a puntos opuestos uno del 
otro, lo que establece los dos polos de un huso mitótico bipolar 
(como en la fig. 14-17a). Después de la mitosis un centrosoma se 
destina a cada célula hija. 

Varios tipos distintos de células animales (inclusive las de 
embriones jóvenes de ratón) carecen de centrosomas, lo mismo 
que las células de plantas superiores, aunque todas estas células 
construyen un huso mitótico bipolar y pasan por una mitosis 
hasta cierto punto típica. Los husos mitóticos funcionales pue- 
den formarse aun en células mutantes de Drosophila que carecen 
de centrosomas o en células de mamíferos a las que se quitaron 
los centrosomas por medios experimentales. En todos estos ca- 
sos, los microtúbulos del huso mitótico se concentran cerca de 
los cromosomas y no en los polos, que es donde normalmente 
se encontrarían los centrosomas. Entonces, una vez que se poli- 
merizan, los extremos negativos de los microtúbulos se unen (se 
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FIGURA 14-18 Formación del huso mitótico. Durante la profase, mien- 
tras los cromosomas empiezan a condensarse, los centrosomas se separan 
entre sí y se organizan en haces de microtúbulos que forman el huso 
mitótico. Esta micrografía muestra una célula pulmonar de salamandra, 
cultivada en la profase temprana que se tiñó con anticuerpos fluores- 
centes contra tubulina, lo que revela la distribución de los microtúbulos 
celulares (verde). Se observa cómo los microtúbulos del huso mitótico 
en desarrollo emanan de los ásteres de dos sitios dentro de la célula. 
Estos sitios corresponden a la localización de los dos centrosomas que 
se mueven hacia los polos opuestos en esta etapa de la profase. Los cen- 
trómeros se sitúan sobre el núcleo celular, que se ve como una región 
oscura no teñida. (TOMADA DE JENNIFER WATERS SHULER, RICHARD 
W. Core y Conty L. RIEDER, J. CELL BroL. 122:364, 1993; MEDIANTE 
AUTORIZACIÓN DE DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER Un1- 
VERSITY Press.) 
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FIGURA 14-19 Formación de un polo del huso en ausencia de centro- 
somas. En este modelo cada proteína motora tiene múltiples cabezas, 
las cuales se unen con distintos microtúbulos. El movimiento de estas 
proteínas motoras dirigidas hacia el extremo menos de los microtúbulos 
hace que converjan para formar un polo distintivo del huso. Se cree que 
este tipo de mecanismo facilita la formación de los polos del huso en 
ausencia de centrosomas. (Tomana DE A. A. Hyman y E. KARSENTI, 
CELL 84:406, 1996; CON AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 


enfocan) en cada polo del huso mediante la actividad de proteí- 
nas motoras (fig. 14-19). La fotografía inicial del capítulo que se 
presenta en la página 560 muestra un huso bipolar que se formó 
en un extracto de huevos de rana mediante la actividad de las 
moléculas motoras de microtúbulos. Estas clases de experimen- 
tos sugerían que las células poseen dos mecanismos fundamen- 
talmente distintos (uno dependiente y otro independiente del 
centrosoma), para alcanzar el mismo resultado final. Estudios re- 
cientes indican que ambas vías para la formación del huso operan 
de manera simultánea en la misma célula, y que incluso células 
con centrosomas funcionales concentran una fracción significa- 
tiva de sus microtúbulos del huso en los centrosomas. 


Disolución de la envoltura nuclear y la partición de los 
organelos citoplásmicos En la mayor parte de las células 
eucariotas, el huso mitótico se ensambla en el citoplasma y los 
cromosomas se compactan en el nucleoplasma. La rotura de la 
envoltura nuclear al final de la profase posibilita la interacción 
entre el huso y los cromosomas. Los tres componentes princi- 
pales de la envoltura nuclear (los complejos del poro nuclear, la 
lámina nuclear y las membranas nucleares) se desensamblan en 
procesos separados. Se cree que todos estos procesos se inician 
con la fosforilación de sustratos clave por acción de cinasas mi- 
tóticas, sobre todo ciclina B-Cdk1. Los complejos del poro nu- 
clear se desensamblan cuando se alteran las interacciones entre 
los complejos de nucleoporina y las proteínas se disocian en el 
medio circundante. La lámina nuclear se desensambla por des- 
polimerización de los filamentos de lámina. La integridad de las 
membranas nucleares se altera primero en forma mecánica, ya 
que se forman agujeros en la envoltura nuclear por las moléculas 
citoplásmicas de dineína vinculadas con la membrana nuclear 
externa. El destino ulterior de la porción membranosa de la en- 
voltura nuclear es tema de controversia. Según una idea clásica, 
las membranas nucleares se fragmentan en una población de pe- 
queñas vesículas que se dispersan en la célula mitótica. Una alter- 
nativa es que las membranas de la envoltura nuclear se absorban 
en las membranas del retículo endoplásmico. 

Algunos de los organelos membranosos del citoplasma per- 
manecen más o menos intactos durante la mitosis; éstos incluyen 
las mitocondrias, los lisosomas y los peroxisomas, así como los 
cloroplastos de una célula vegetal. En años recientes se generó un 


debate considerable respecto al mecanismo por el que el aparato 
de Golgi (GC) y el retículo endoplásmico se parten durante la 
mitosis. De acuerdo con uno de los puntos de vista, el conteni- 
do del aparato de Golgi se incorpora al retículo endoplásmico 
durante la profase y el GC deja de existir por un breve perio- 
do como organelo distintivo. Según una visión alternativa, las 
membranas de Golgi se fragmentan para formar una población 
distinta de pequeñas vesículas que se reparten entre las células 
hijas. Una tercera hipótesis basada sobre todo en estudios con 
algas y protistas indica que todo el organelo en cuestión se divide 
en dos y cada célula hija recibe la mitad de la estructura original. 
Al final es posible que los diferentes tipos de células u organis- 
mos utilicen distintos mecanismos de herencia del aparato de 
Golgi. Las ideas de los autores acerca del destino del retículo 
endoplásmico también cambiaron. Estudios recientes con célu- 
las vivas cultivadas de mamíferos sugieren que la red de retículo 
endoplásmico permanece hasta cierto punto intacta durante la 
mitosis. Este punto de vista pone en duda los estudios iniciales 
realizados principalmente con huevos y embriones que sugieren 
que el retículo endoplásmico se fragmenta durante la profase. 


Prometafase 


La disolución de la envoltura nuclear marca el inicio de la segun- 
da fase de la mitosis, la prometafase, durante la cual el ensamble 
del huso mitótico se completa y los cromosomas se mueven a 
su posición en el centro de la célula. La explicación siguiente 
presenta una imagen generalizada de los pasos de la prometafase; 
hay informes de muchas variaciones en estos fenómenos. 

Al principio de la prometafase los cromosomas compacta- 
dos se diseminan por el espacio que era la región nuclear (fig. 
14-20). Conforme los microtúbulos del huso penetran a la región 
central de la célula, los extremos libres (+) de los microtúbulos 
crecen y se encogen en forma muy dinámica, como si “buscaran” 
un cromosoma. No existe certeza acerca de si esta búsqueda es 


FIGURA 14-20 Prometafase. Micrografía con fluorescencia de una célula 
pulmonar de salamandra, cultivada en la prometafase temprana de la 
mitosis, justo después de que la envoltura nuclear se rompiera. Ahora los 
microtúbulos del huso mitótico pueden interactuar con los cromosomas. 
El huso mitótico se ve verde después de la marca con un anticuerpo mo- 
noclonal contra tubulina, mientras que los cromosomas aparecen azules 
después de marcarlos con un pigmento fluorescente. (POR CORTESÍA DE 
ALExEY Kuopjakov.) 


del todo aleatoria, ya que las pruebas sugieren que los micro- 
túbulos pueden crecer de modo preferencial hacia un sitio que 
contiene cromatina. Los microtúbulos que hacen contacto con 
un cinetocoro se “capturan” y estabilizan. 

Por lo general un cinetocoro establece contacto inicial con 
la pared lateral de un microtúbulo y no con su extremo. Una vez 
que se hace este contacto, algunos cromosomas se mueven de 
modo más activo a lo largo de la pared del microtúbulo, impul- 
sados por las proteínas motoras que se localizan en el cinetocoro. 
Sin embargo, poco después el cinetocoro tiende a relacionarse de 
manera estable con el extremo (+) de uno o más microtúbulos 
del huso de uno de los polos de éste. Por último el cinetocoro no 
unido de la cromátide hija captura sus propios microtúbulos del 
polo contrario del huso. También hay informes de que los cine- 
tocoros no unidos podrían servir como sitios de nucleación para 
el ensamble de microtúbulos que crecen hacia el polo opuesto del 
huso. Sin importar cómo ocurra, las dos cromátides hermanas de 


FIGURA 14-21 Consecuencia de una proteína motora faltante en la ali- 
neación cromosómica durante la prometafase. La micrografía superior 
muestra un huso mitótico que se ensambló en un extracto completo de 
huevos de rana. La micrografía inferior muestra el huso mitótico que se 
ensambló en un extracto de huevos de rana en la que se eliminó una pro- 
teína particular similar a la cinesina llamada Kid, que se encuentra en los 
brazos de los cromosomas en prometafase. En ausencia de esta proteína 
motora, los cromosomas no se alinean en el centro del huso, sino que se 
encuentran estirados sobre los microtúbulos del huso y aglomerados cerca 
de los polos. En condiciones normales, Kid proporciona la fuerza necesa- 
ria para que los cromosomas se alejen de los polos (véase fig. 14-334). (To- 
MADA DE CELIA ANTONIO ET AL., POR CORTESÍA DE ISABELLE VERNOS, 
CELL, voL. 102, PORTADA #4, 2000, CON AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 
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cada cromosoma mitótico al final se conectan por sus cinetocoros 
con los microtúbulos que se extienden desde los polos opuestos. 

Observaciones en células vivas indican que los cromosomas 
de la prometafase relacionados con los microtúbulos del huso no 
se mueven en forma directa al centro del huso, sino que oscilan 
adelante y atrás, hacia el polo y en sentido contrario. Por último 
los cromosomas de una célula en prometafase se mueven me- 
diante un proceso llamado congresión hacia el centro del huso 
mitótico, a la mitad entre ambos polos. Las fuerzas necesarias 
para los movimientos cromosómicos durante la prometafase 
provienen de proteínas motoras relacionadas tanto con los cine- 
tocoros como con los brazos de los cromosomas (que se muestra 
y explica en la fig. 14-33a). La figura 14-21 ilustra las conse- 
cuencias de una deficiencia de una proteína motora cromosómi- 
ca cuya actividad aleja los cromosomas de los polos. 

La dinámica del microtúbulo también participa para faci- 
litar los movimientos del cromosoma durante la prometafase. 
Conforme los cromosomas se congregan hacia el centro del huso 
mitótico, los microtúbulos más largos unidos con un cinetocoro 
se acortan, en tanto que los microtúbulos más cortos unidos con 
el cinetocoro hermano se alargan. Se piensa que estos cambios 
de longitud de los microtúbulos se rigen por diferencias en la 
fuerza de tracción (tensión) en los dos cinetocoros hermanos. El 
acortamiento y la elongación de los microtúbulos se deben sobre 
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FIGURA 14-22 Comportamiento de los microtúbulos durante la forma- 
ción de la placa de la metafase. Al principio el cromosoma se conecta con 
los microtúbulos de los polos opuestos, que pueden tener una longitud 
muy distinta. Conforme la prometafase continúa, este desequilibrio se 
corrige como resultado del acortamiento de los microtúbulos de un polo 
debido a la pérdida rápida de subunidades de tubulina en el cinetocoro y 
la elongación de los microtúbulos del polo opuesto mediante la rápida adi- 
ción de subunidades de tubulina en el cinetocoro. Estos cambios se sobre- 
ponen a una polimerización y una despolimerización mucho más lentas 
(dibujo inferior) que ocurren de manera continua durante la prometafase 
y la metafase, lo que determina que las subunidades del microtúbulo se 
muevan hacia los polos en un proceso conocido como flujo microtubular. 
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FIGURA 14-23 El compromiso de un cromosoma durante la prome- 
tafase y su movimiento a la placa de la metafase. Esta serie de foto- 
grafías tomadas de un video muestra los movimientos de los cromo- 
somas de una célula pulmonar de salamandra en un periodo de 100 s 
durante la prometafase. Aunque la mayor parte de los cromosomas de 
la célula estaba casi alineada en la placa de la metafase al principio 
de la secuencia, uno de los cromosomas no se había unido con las fibras 


todo a pérdida o ganancia de subunidades en el extremo (+) del 
microtúbulo (fig. 14-22). Un hecho notable es que esta actividad 
dinámica tiene lugar mientras el extremo (+) de cada microtú- 
bulo permanece unido con un cinetocoro. 

De modo eventual, cada cromosoma se coloca en posición 
sobre un plano en el centro del huso, de manera que los microtú- 
bulos de cada polo tienen una longitud equivalente. La serie de 
fotografías de la figura 14-23 muestra el movimiento caprichoso 
de un cromosoma de un sitio periférico hacia el centro del huso 
mitótico durante la prometafase. 


Metafase 


La célula llega a la etapa de metafase cuando todos los cromoso- 
mas se alinean en el huso ecuatorial, con una cromátide en cada 
cromosoma conectada por su cinetocoro con los microtúbulos 
de un polo y su cromátide hermana conectada por su cinetocoro 
con los microtúbulos del polo contrario (fig. 14-24). El plano de 
alineación de los cromosomas en metafase se conoce como placa 
de metafase. El huso mitótico de la célula en metafase contiene 
un conjunto muy ordenado de microtúbulos que es ideal para la 
tarea de separar las cromátides duplicadas situadas en el centro 
de la célula. Desde el punto de vista funcional y espacial, los mi- 


10 um 


del huso de ambos polos (fecha). En B el cromosoma extraviado se 
unió al huso ecuatorial y luego se mueve hacia el polo con velocidad 
variable hasta que llega a su posición estable en F. La posición de un 
polo se indica con la punta de flecha en A. (TOMADA DE STEPHEN P. 
ALEXANDER Y Cony L. RieDErR, J. CeLL Bror. 113:807, 1991; ME- 
DIANTE AUTORIZACIÓN DE DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFE- 
LLER Un1versIiTY Press.) 


crotúbulos del huso de la metafase de una célula animal pueden 
dividirse en tres grupos (fig. 14-24). 


1. Microtúbulos astrales que irradian hacia fuera desde el cen- 
trosoma, para la región exterior del cuerpo del huso. Ayudan 
a colocar el aparato del huso en la célula y es probable que 
contribuyan a establecer el plano de citocinesis. 


2. Microtúbulos cromosómicos (del cinetocoro) que van desde el 
centrosoma a los cinetocoros de los cromosomas. En las cé- 
lulas de los mamíferos cada cinetocoro está unido con un haz 
de 20 a 30 microtúbulos, lo que forma una fibra del huso. 
Durante la metafase los microtúbulos cromosómicos ejercen 
una fuerza de tracción sobre los cinetocoros. Como resultado 
los cromosomas se mantienen en el plano ecuatorial por “una 
competencia de tirar la cuerda” entre las fuerzas de tracción 
equilibradas que ejercen las fibras del huso cromosómico de 
los polos opuestos. Los microtúbulos cromosómicos son ne- 
cesarios para el movimiento de los cromosomas hacia los po- 
los durante la anafase. 

3. Microtúbulos polares (o interpolares) que se extienden desde el 
centrosoma y más allá de los cromosomas. Los microtúbulos 
polares de un centrosoma se superponen con sus contrapar- 
tes del centrosoma opuesto. Los microtúbulos polares forman 
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FIGURA 14-24 El huso mitótico de una célula animal. Cada polo del huso 


contiene un par de centriolos rodeados por material pericentriolar amorfo, 
en el que se forman los núcleos de los microtúbulos. Pueden verse tres 


una canasta estructural que mantiene la integridad mecánica 
del huso. 


Cuando se ven imágenes o videos de la mitosis, parece que 
la metafase es una etapa durante la cual la célula hace una breve 
pausa, como si todas las actividades mitóticas se detuvieran. No 
obstante, el análisis experimental revela que la metafase es un 
periodo en el que ocurren sucesos importantes. 


Flujo de microtúbulos en el huso de la metafase Aun- 
que no se observe un cambio evidente en la longitud de los mi- 
crotúbulos cromosómicos cuando se alinean en la placa de la me- 
tafase, los estudios en tubulina con marca fluorescente indican 
que los microtúbulos se encuentran en un estado muy dinámico. 
Las subunidades se pierden y agregan con rapidez en los extre- 
mos positivos de los microtúbulos cromosómicos, aunque se su- 
pone que estos extremos están unidos al cinetocoro. Por tanto 
el cinetocoro no actúa como una tapa al final del microtúbulo 
que bloquea la entrada o salida de las subunidades terminales, 
sino que es un sitio de actividad dinámica. Puesto que se agregan 
más subunidades al extremo (+) de las que se pierden, existe 
una adición neta de subunidades en el cinetocoro. Mientras tanto 
los extremos (—) de los microtúbulos experimentan una pérdi- 
da neta, por lo que se cree que las subunidades se mueven a lo 
largo de los microtúbulos cromosómicos del cinetocoro hacia el 
polo. Este fujo hacia el polo de las subunidades de tubulina en un 
huso mitótico se muestra en el experimento ilustrado en la figura 
14-25. Es probable que la pérdida de subunidades de tubulina en 
los polos contribuya a un miembro de la familia cinesina 13 de 
proteínas motoras cuya función es promover la despolarización 
de los microtúbulos más que el movimiento (pág. 330). 


Anafase 


La anafase comienza cuando las cromátides hermanas de cada 
cromosoma se separan e inician su movimiento hacia los polos 
opuestos. 


Cromosomas 


Fibras de huso cromosómico 
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tipos de microtúbulos del huso: astrales, cromosómicos y polares; cuyas 
funciones se describen en el texto. Todos los microtúbulos del huso, que 
pueden ser miles, tienen sus extremos (—) dirigidos hacia el centrosoma. 


FIGURA 14-25 Flujo de tubulina a través de los microtúbulos del huso 
mitótico en la metafase. Aunque los microtúbulos parecen estaciona- 
rios en esta etapa, la inyección de subunidades de tubulina fluorescente 
indica que los componentes del huso se encuentran en un estado di- 
námico de flujo. Las subunidades se incorporan de preferencia en los 
cinetocoros de los microtúbulos cromosómicos y en los extremos ecuato- 
riales de los microtúbulos polares, y la pérdida es mayor en los extremos 
(—) de los microtúbulos en la región de los polos. Las subunidades de 
tubulina se mueven por los microtúbulos de un huso en metafase a una 
velocidad aproximada de 1 um por minuto. 
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Función de la proteólisis en el avance por la mitosis Las 
técnicas genéticas y bioquímicas proporcionan una gran canti- 
dad de información respecto al mecanismo que se encarga del 
inicio de la anafase. Antes se señaló que dos complejos proteí- 
nicos distintos, SCF y APC, agregan ubiquitina a las proteí- 
nas en diferentes etapas del ciclo celular, lo que las destina a la 
destrucción por efecto de un proteasoma. La figura 14-264 
muestra los periodos del ciclo celular durante los que los com- 
plejos SCF y APC están activos. Como se ilustra en la figura 
14-264, SCF actúa sobre todo durante la interfase. En cambio, 
el complejo promotor de la anafase o APC, desempeña una función 
clave en la regulación de los eventos que ocurren durante la mi- 
tosis. El complejo APC contiene cerca de una docena de subuni- 
dades centrales, además de una “proteína adaptadora” que ejerce 
una función clave para determinar cuáles proteínas sirven como 
sustrato para APC. Dos versiones alternativas de esta proteína 
adaptadora (Cdc20 y Cdh1), tienen una función importante en 
la selección del sustrato durante la mitosis. Los complejos APC 
que contienen uno u otro de estos adaptadores se conocen como 
APCS y APCOM (fig, 14-264). 

El APC“ se activa en la transición metafase-anafase (fig. 
14-264) y ubiquitina a un inhibidor principal de la anafase lla- 
mado securina (que recibe ese nombre porque asegura la unión 
entre cromátides hermanas). La ubiquitinación y destrucción de 
la securina al final de la metafase libera una proteasa activa que 
se conoce como separasa. La separasa retira luego una subunidad 
clave de las moléculas de cohesina que mantiene unidas las cro- 
mátides hijas (fig. 14-260). La fragmentación de la cohesina ini- 
cia la separación de éstas para marcar el comienzo de la anafase. 


Cerca del final de la mitosis Cdc20 se destruye y el adapta- 
dor alternativo, Cdh1, toma el control de la selección del sustrato 
de APC (fig. 14-264). Cuando Cdh1 se asocia con APC, la en- 
zima completa la unión con ubiquitinación de las ciclinas B. La 
destrucción de estas ciclinas mitóticas conduce a una caída pre- 
cipitada en la actividad de la Cdk mitótica (ciclina B-Cdk1) y la 
progresión de la célula para que salga de la mitosis y entre a la fase 
G, del siguiente ciclo celular. La importancia de la degradación 
proteínica en la regulación de fenómenos de la mitosis y la reen- 
trada de células a G, se revela mejor con el uso de inhibidores (fig. 
14-27). Si se impide la destrucción de la ciclina B con un inhibi- 
dor del proteasoma, las células permanecen detenidas en la etapa 
tardía de la mitosis. Si estas células detenidas en la mitosis lue- 
go se tratan con un compuesto que inhiba la actividad cinasa de 
Cdk1, la célula regresa a sus actividades normales y continúa en la 
mitosis y cinetocinesis. Está claro que para completar la mitosis es 
necesario suspender la actividad de Cdk1 (ya sea por destrucción 
normal de su ciclina activadora o por inhibición experimental). 
Tal vez el hallazgo más impresionante de todos se obtiene cuan- 
do las células con proteasoma inhibido y Cdk1 inhibida que ya 
terminaron la mitosis se lavan para eliminar el inhibidor de Cdk1 
(fig. 14-27). Estas células, que ahora contienen tanto ciclina B 
como Cdk1 activa, progresan en dirección inversa y regresan a la 
mitosis. Dicha inversión se caracteriza por la compactación de los 
cromosomas, degradación de la envoltura nuclear, ensamble de 
un huso mitótico y movimiento de los cromosomas de nuevo a 
la placa de metafase, como se muestra en la figura 14-27. Todos 
estos fenómenos se indujeron por la reactivación inapropiada de 
la actividad de Cdk1 al retirar al inhibidor. Este hallazgo ilustra 


(a) 
FIGURA 14-26 Actividades de SCFy APC durante el ciclo celular. SCF 


y APC son subunidades de complejos que ubiquitinan sustratos con ubi- 
quitina, lo que conduce a su destrucción por medio de proteasomas. (a) 
SCF se encuentra activo sobre todo durante la interfase, mientras que 
APC (complejo promotor de anafase) se activa durante la mitosis y G}. 
Se indican dos versiones diferentes de APC. Los dos APC difieren en su 
contenido de una proteína adaptadora Cdc20 o Cdh1, lo que modifica 
el sustrato que el complejo APC reconoce. APCS% tiene actividad en 
una etapa más temprana de la mitosis que APC“, El nombre SAC 
se refiere al punto de comprobación de ensamble del huso (spindle as- 
sembly checkpoint), que se explica en la página 584. El SAC impide que 
APCS% inicie la anafase hasta que todos los cromosomas estén bien 


(b) 
alineados en la placa de metafase. (5) APCC2 es el encargado de des- 
truir proteínas que inhiben la anafase, como la securina. La destrucción 
de estos sustratos promueve la transición metafase-anafase. APCCó ge 
encarga de unir con ubiquitina proteínas como las ciclinas mitóticas, que 
inhiben la salida de la mitosis. La destrucción de estos sustratos induce 
la transición mitosis-G,. La actividad de APC®*! durante el principio 
de G, ayuda a mantener baja la actividad de ciclina-Cdk (fig. 14-8) ne- 
cesaria para ensamblar complejos de prerreplicación en los orígenes de 
replicación (fig. 13-20). (a: AFTER J. M. PETERS, Curr. OPIN. CELL 
Bior. 1998;10:762. DERECHOS RESERVADOS 1998, CON AUTORIZACIÓN 
DE ELSEVIER SCIENCE. VÉASE TAMBIÉN NATURE Revs. MoL. CELL 


Bro1. 7:650, 2006.) 
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FIGURA 14-27 Demostración experimental de la importancia de la 
proteólisis en la salida celular irreversible de la mitosis. Esta ilus- 
tración muestra cuadros de un video de una célula que se detuvo en la 
mitosis por la presencia de un inhibidor del proteasoma (MG132). En 
el tiempo 0 se agregó un inhibidor de Cdk1 (favopiridol) al medio, lo 
que hace que la célula complete la mitosis e inicie la citocinesis. En el 
minuto 25, la célula se lava para eliminar el inhibidor de Cdk1. Como 
la célula todavía contenía ciclina B (que en condiciones normales se 


en forma radical la importancia de la proteólisis para que el ciclo 
celular avance en un solo sentido irreversible. 


Eventos de la anafase Todos los cromosomas de la placa de 
la metafase se dividen en sincronía al principio de la anafase, y 


(a) 


FIGURA 14-28 El huso mitótico y los cromosomas en la anafase. (a) 


icrografía electrónica de la anafase tardía como ocurre en un extracto 
Micrografía elect de l fase tard tract 
ibre de células. Se observa que los brazos de los cromosomas quedan 
libre de células. Se ob que los b de 1 qued 
etrás, mientras los cinetocoros unidos con las fibras cromosómicas de 
detrás, tras 1 t d las fib del 
uso, dirigen el camino hacia los polos respectivos. Las fibras cromo- 
huso, dirigen el h los pol pect Las fib 
sómicas del huso en esta parte tardía de la anafase son muy cortas, y 
ya no se observan entre los bordes de avance de los cromosomas y los 
polos. Sin embargo, los microtúbulos polares del huso son muy eviden- 
tes en la zona intermedia entre los cromosomas que se separan. Se cree 
que el movimiento relativo de los microtúbulos polares es la causa de la 
separación de los polos que ocurre durante la anafase B. (4) Dinámica 
de los microtúbulos durante la anafase. Las subunidades de tubulina se 
pierden de ambos extremos de los microtúbulos cromosómicos, lo que 
produce el acortamiento de las fibras cromosómicas y el movimiento de 
los cromosomas hacia los polos durante la anafase A. Mientras tanto las 
subunidades de tubulina se agregan a los extremos (+) de los microtú- 


habría destruido en los proteasomas), la célula reingresa a la mitosis 
y avanza a la metafase, como se ve en los últimos cinco cuadros del 
video. La hilera superior muestra imágenes con contraste de fase de la 
célula en varios momentos; la hilera inferior muestra las micrografías 
con fluorescencia correspondientes con indicación de los tiempos. La 
barra en el extremo inferior derecho equivale a 10 um. (CORTESÍA 
DE Gary J. GorBskY, O CoPYrIGHT 2006, MacmILLAN MAGAZINES, 
LIMITED.) 


las cromátides (ahora denominados cromosomas porque ya no 
están unidos a sus hermanos) comienzan su migración hacia el 
polo (fig. 14-11). Cuando el cromosoma se mueve durante la 
anafase, su centrómero luce como su borde delantero con los bra- 
zos del cromosoma hacia atrás (fig. 14-284). El movimiento de 


Inicia la anafase 


Continúa la anafase 


(b) 


bulos polares, que también se deslizan unos sobre otros, lo que produce 
la separación de los polos durante la anafase B. (A: TOMADA DE FELIPE 
Mora-BERMÚDAEZ, DANIEL GERLICH Y JAN ELLENBERG, PORTADA DE 
Nature CELL BroL. 9, #7, 2007; © CoryrIGHT 2007, MACMILLAN 
Macazınes LIMITED.) 
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los cromosomas hacia el polo contrario es muy lento en relación 
con otros tipos de movimientos celulares: avanzan cerca de 1 um 
por minuto, un valor calculado por un investigador de la mitosis 
como el equivalente a un viaje de Carolina del Norte a Italia 
que tomara cerca de 14 millones de años. La escasa velocidad 
del movimiento cromosómico asegura que los cromosomas se 
separen con exactitud y sin enredos. En la siguiente sección 
se describen las fuerzas que al parecer impulsan el movimiento 
de los cromosomas durante la anafase. 

El movimiento de los cromosomas hacia el polo se acompa- 
ña de acortamiento evidente en los microtúbulos cromosómicos. 
Desde hace mucho tiempo se apreció que las subunidades de tu- 
bulina se pierden del extremo (+) (con base en el cinetocoro) de 
los microtúbulos cromosómicos durante la anafase (fig. 14-280). 
También se pierden subunidades de los extremos (—) de estos 
microtúbulos como resultado del flujo continuo hacia el polo de 
las subunidades de tubulina que ocurre durante la prometafase y 
la metafase (figs. 14-22 y 14-25). La principal diferencia en la di- 
námica de los microtúbulos entre la metafase y la anafase es que 
las subunidades se agregan al extremo (+) de los microtúbulos 
durante la metafase, lo que mantiene constante la longitud de las 
fibras cromosómicas (fig. 14-25), mientras que se pierden sub- 
unidades de los extremos (+) durante la anafase, lo que produce 
acortamiento de las fibras cromosómicas (fig. 14-284). Se piensa 
que este cambio de comportamiento en los extremos (+) de los 
microtúbulos es inducido por un cambio en la tensión de los ci- 
netocoros después de la separación de las cromátides hermanas. 

El movimiento de los cromosomas hacia los polos se conoce 
como anafase A para distinguirlo de un movimiento distinto, 
pero simultáneo, la anafase B, en la que los dos polos del huso se 
separan más. La elongación del huso mitótico durante la anafase 
B se acompaña de la adición neta de subunidades de tubulina 
a los extremos (+) de los microtúbulos polares. Por tanto las 
subunidades pueden agregarse de manera preferente a los mi- 
crotúbulos polares y retirarse de los microtúbulos cromosómicos 
al mismo tiempo en distintas regiones del mismo huso mitótico 


(fig. 14-282). 


E. 


FIGURA 14-29 Demostración experimental de que la despolimerización 
de los microtúbulos puede mover los cromosomas unidos in vitro. La 
estructura de la parte inferior izquierda es el remanente de un protozoario 
destruido. En presencia de tubulina, los cuerpos basales en la superficie del 
protozoario se usaron como sitios para el inicio de microtúbulos, que cre- 
cieron hacia fuera en el medio. Una vez que los microtúbulos se formaron, 
los cromosomas mitóticos condensados se introdujeron en la cámara y se 


Fuerzas necesarias para los movimientos cromosómi- 
cos en la anafase A principios del decenio de 1960 Shinya 
Inoué del Laboratorio Biológico Marino de Woods Hole propuso 
que la despolimerización de los microtúbulos cromosómicos du- 
rante la anafase no era una mera consecuencia del movimiento 
de los cromosomas, sino la causa de éste. Inoué sugirió que la 
despolimerización de los microtúbulos que comprenden una fi- 
bra del huso podría generar suficiente fuerza mecánica para tirar 
de un cromosoma hacia delante. 

El primer apoyo experimental para el modelo de desensam- 
ble provino de estudios en los que los cromosomas unidos con 
microtúbulos se mueven como resultado de la despolimerización 
de los mismos. La figura 14-29 muestra un ejemplo de uno de 
estos experimentos. En este caso el movimiento de un cromoso- 
ma unido a un microtúbulo (flecha) ocurre in vitro después de 
la dilución del medio. La dilución reduce la concentración 
de tubulina soluble, lo que a su vez promueve la despolimeriza- 
ción de los microtúbulos. Estos tipos de experimentos indican 
que dicha despolimerización por sí sola es capaz de generar la 
fuerza suficiente para tirar a través de los cromosomas. 

En la figura 14-304 se ilustra un modelo de los procesos 
que se propone ocurren durante el movimiento cromosómico 
en la anafase en una célula de levadura en gemación. Como se 
indica en la figura 14-280, los microtúbulos que constituyen las 
fibras del huso cromosómico sufren despolimerización tanto en 
los extremos (+) como en los extremos (—) durante la anafase. 
Esto se aplica tanto a las levaduras como a eucariotas multicelu- 
lares. Tales actividades combinadas causan el movimiento de los 
cromosomas hacia el polo. La despolimerización en los extremos 
(—) sirve para transportar los cromosomas hacia los polos debido 
al flujo en este sentido, que hace pensar en una persona que viaja 
en una banda sinfín. En cambio, las despolimerización en los ex- 
tremos (+) de los microtúbulos sirve para “masticar” la fibra que 
tira de los cromosomas. Algunas células dependen en mayor me- 
dida del flujo hacia los polos, y otras, de la despolimerización de 
los extremos (+). Los estudios con células animales en anafase 
han revelado que tanto el extremo (+) como el extremo (—) de 


permitió que se unieran con los extremos de los microtúbulos. La flecha 
muestra un cromosoma unido al extremo de un haz de microtúbulos. Como 
lo muestra esta secuencia de video, el encogimiento de los microtúbulos se 
acompañó del movimiento del cromosoma unido. La barra equivale a 5 
um. (Tomana DE MarTINE Cour, Vivian A. LombrLLO Y J. RICHARD 
MclInrosH, J. CELL BroL. 112: 1169, 1991; MEDIANTE AUTORIZACIÓN DE 
DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 
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FIGURA 14-30 Mecanismo propuesto para 
el movimiento de los cromosomas du- 
rante la anafase en levaduras en gema- 
ción y células animales. En el modelo 
presentado aquí, el movimiento del cro- 
mosoma hacia los polos se logra median- 
te una combinación de flujo hacia el polo, 
que mueve al cuerpo de cada microtúbulo 
hacia uno de los polos, y la despolimeriza- 
ción simultánea del microtúbulo en am- 
bos extremos. Las cinesinas despolime- 
rizadoras de la familia de la cinesina-13 
se han localizado tanto en el extremo (+) 
(cinetocoro) como en el (—) (polar) de los 
microtúbulos cromosómicos, y se postula 
que son las encargadas de la despolime- 
rización en sus sitios respectivos. (a) En 
este modelo para la levadura en gemación, 
el cromosoma puede permanecer relacio- 
nado con el extremo (+) del microtúbulo y se despolimeriza en presen- 
cia del anillo Dam1, que rodea al extremo (+) del microtúbulo en el 
cinetocoro. La fuerza necesaria para el movimiento cromosómico se ob- 
tiene de la liberación de energía de tensión conforme el microtúbulo se 
despolimeriza. La energía liberada es usada por los extremos rizados de 
los protofilamentos en despolimerización para deslizar el anillo Dam1 
a lo largo del microtúbulo hacia el polo. (4) Micrografía electrónica de 
un microtúbulo con tinción negativa rodeado por un anillo de proteína 
consistente en el complejo Dam1 de levadura, que está formado por 10 
polipéptidos diferentes. El anillo mostrado aquí se había ensamblado 


las fibras cromosómicas son sitios en que se localizan cinesinas 
despolimerizadoras (miembros de la familia de la cinesina-13, 
pág. 330). Estas despolimerasas están indicadas en los extremos 
opuestos del microtúbulo en la figura 14-304. Si alguna de estas 
“despolimerasas” de los microtúbulos se inhibe específicamente, 
la segregación cromosómica durante la anafase se interrumpe al 
menos en parte. Tales observaciones sugieren que la despolime- 
rización mediada por cinesina dependiente de ATP constituye la 
base de la segregación cromosómica durante la mitosis. 

En la página 573 se mencionó que una de las preguntas de 
mayor interés en el campo de la mitosis es el mecanismo por 
el cual los cinetocoros son capaces de sujetar los extremos (+) 
de los microtúbulos que pierden subunidades de tubulina. Esta 


fibra cromosómica 
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alrededor del microtúbulo durante una incubación in vitro con las sub- 
unidades Dam1 purificadas. (c) No se han encontrado proteínas Dam1 
en células animales y no hay indicación de que alguna estructura anular 
comparable actúe para unir los cinetocoros con los microtúbulos en des- 
polimerización. En este dibujo, el anillo Dam1 presentado en la región 
encuadrada de la parte a se sustituye por un tipo distinto de dispositivo 
de acoplamiento propuesto, el complejo proteínico Ndc80 de la placa 
externa del cinetocoro. (B: TOMADA DE STEFAN WESTERMANN ET AL., 
NATURE 440:434, 2006, POR CORTESÍA DE GEORJANA BARNES; © co- 
PYRIGHT 2006, MACMILLAN MAGAZINES LIMITED.) 


interrogante se ha estudiado mejor en las levaduras en gemación, 
como se presenta en la figura 14-304, donde se cree que cada ci- 
netocoro contiene un complejo proteínico anular llamado Daml, 
cuyo diámetro interno de 32 nm es lo bastante grande para rodear 
con comodidad a un microtúbulo. En presencia de microtúbulos, 
Daml se ensambla para formar anillos y hélices que rodean a los 
microtúbulos (fig. 14-302). Si se induce la despolimerización de 
estos microtúbulos rodeados in vitro, se observa que los anillos se 
deslizan sobre los microtúbulos a distancias de varios micróme- 
tros, justo detrás de la punta en despolimerización. 

En la figura 14-304 se ilustra una función propuesta del 
anillo Dam1 en la anafase. Según este modelo, la energía libe- 
rada por los protofilamentos cuando se desprenden del micro- 
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túbulo (pág. 337) se utiliza para empujar al anillo Dam1 hacia 
el extremo opuesto del microtúbulo. Como el anillo está unido 
al cinetocoro del cromosoma en anafase, todo el cromosoma se 
mueve hacia el polo del huso. No obstante, este modelo tiene 
problemas. Los vertebrados carecen de homólogos cercanos de 
las proteínas Dam1 y no hay evidencia de la presencia de anillos 
parecidos a Dam1 en los estudios al microscopio electrónico de 
alta resolución de los cinetocoros en células que se dividen. Sin 
embargo, tales estudios identifican otros componentes del cine- 
tocoro como acopladores potenciales del microtúbulo. Como se 
explica en la página 573, los complejos Ndc80 del cinetocoro 
se ven como fibrillas que se extienden para hacer contacto con los 
extremos (+) del microtúbulo. Si estos complejos Ndc80 fueran 
capaces de moverse por el microtúbulo conforme éste se acorta, 
como se sugiere en la figura 14-30c, podrían tener una función 
semejante a la propuesta para los anillos Dam1 en las levaduras. 
También se han sugerido otras proteínas presentes en los cineto- 
coros como el elusivo dispositivo de acoplamiento. 


Punto de comprobación del ensamble del huso Como 
se explica en la página 567, las células poseen mecanismos de 
puntos de comprobación que vigilan el estado de los eventos 
durante el ciclo celular. Uno de estos puntos opera en la tran- 
sición entre la metafase y la anafase. El punto de comproba- 
ción del ensamble del huso, como suele denominarse, se revela 
mejor cuando un cromosoma no se alinea en forma apropiada 
en la placa de metafase. Cuando esto sucede el mecanismo del 
punto de comprobación retrasa el inicio de la anafase hasta que 
el cromosoma mal colocado asuma su posición apropiada en el 
huso ecuatorial. El riesgo de que las células hijas reciban un 
número anormal de cromosomas (aneuploidia) se eleva mucho 
si una célula no es capaz de posponer la separación cromosó- 
mica. Tal expectativa se confirmó por la identificación de esta 
falla en algunos niños con deficiencias hereditarias, en una de 
las proteínas de punto de comprobación del huso; ellos presen- 
tan un trastorno (llamado MVA) que se caracteriza por un alto 
porcentaje de células aneuploides y un riesgo muy elevado de 
sufrir cáncer. 

¿Cómo es que la célula determina si uno o más cromoso- 
mas no están bien alineados en la placa de metafase? Consi- 
dérese un cromosoma que sólo está unido a los microtúbulos 
por uno de los polos del huso, la que quizá sea la circunstancia 
del cromosoma no alineado indicado por la flecha en la figura 
14-234. Los cinetocoros no unidos contienen un complejo de 
proteínas, de las cuales la mejor estudiada es Mad2, que media 
el punto de comprobación del huso. La presencia de estas pro- 
teínas en un cinetocoro no unido envía una señal de “espera” a la 
maquinaria del ciclo celular que impide que la célula continúe 
hasta la anafase. Una vez que el cromosoma irregular se une a 
las fibras del huso de ambos polos y se alinea bien en la placa 
de metafase, el complejo de señalización sale del centrómero, 
lo que apaga la señal de “espera” y permite que la célula avance 
hacia la anafase. 

La figura 14-31 muestra el huso mitótico de una célula que 
se detiene antes de la metafase a causa de un solo cromosoma 
mal alineado. A diferencia de los otros cinetocoros de esta célula, 
se ve que sólo el cromosoma mal alineado contiene la proteína 
Mad2. Las moléculas Mad2 pueden inhibir el avance del ciclo 
celular en tanto la célula contenga cromosomas mal alineados. La 


FIGURA 14-31 Punto de comprobación del huso. Micrografía con fluo- 
rescencia de una célula de mamífero en la prometafase tardía marcada 
con anticuerpos contra la proteína del punto de comprobación del huso 
Maa2 (rosa) y la tubulina de los microtúbulos (verde). Los cromosomas 
se ven azules. Se observa que sólo uno de los cromosomas de esta célu- 
la contiene Mad2 y este cromosoma aún no se alinea en la placa de la 
metafase. La presencia de Mad2 en el cinetocoro de este cromosoma es 
suficiente para prevenir el inicio de la anafase. (TOMADA DE JENNIFER 
WAaTERs SHULER, Rey-Huer Cuen, ANDREW W. Murray y E. D. SAL- 
MON, J. CELL BroL. 141, PORTADA #5, 1998, MEDIANTE AUTORIZACIÓN 
DE DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 


inhibición se logra mediante la interacción directa entre Mad2 
y el activador de APC Cdc20. Durante el periodo que Cdc20 
permanece unido con Mad2, los complejos APC son incapaces 
de unir con ubiquitina al inhibidor de la anafase securina, lo que 
mantiene todas las cromátides hermanas unidas una a la otra con 
el “pegamento” cohesina. 

Está bien establecido que el punto de comprobación para 
el ensamble del huso se activa por la presencia de un cinetocoro 
no unido, pero hay otras anomalías cromosómicas que surgen 
durante el avance a la metafase que también requieren medidas 
correctivas. Por ejemplo, en ocasiones los dos cinetocoros de las 
cromátides hermanas se unen con los microtúbulos del mismo 
polo del huso, un trastorno que se conoce como adherencia sin- 
télica. Si no se corrige, es muy probable que una adherencia 
sintélica produzca el movimiento de las dos cromátides hijas a 
una de las células hijas, lo que deja a la otra carente de este cro- 
mosoma. 

Las células pueden corregir las adherencias sintélicas (y 
otros tipos de conexiones anormales con los microtúbulos) me- 
diante la acción de una enzima llamada cinasa Aurora B, que es 
parte de un complejo proteínico móvil que reside en los cineto- 
coros durante la prometafase y la metafase. Entre los sustratos 
de la cinasa Aurora B están varias de las proteínas que se consi- 
deran implicadas en la unión cinetocoro-microtúbulo, incluidos 
miembros del complejo Dam1 y el complejo Ndc80, así como 
la despolimerasa de cinesia de la figura 14-30. Los estudios su- 
gieren que las moléculas de cinasa Aurora B de un cromosoma 
unido en forma incorrecta fosforila estos sustratos proteínicos, 
lo que desestabiliza la unión de los microtúbulos con ambos 
cinetocoros. 


Una vez liberados de esta unión, los cinetocoros de cada 
cromátide hermana, tienen una nueva oportunidad de unirse 
con los microtúbulos de los polos opuestos del huso. La inhi- 
bición de la cinasa Aurora B en las células o extractos produce 
mala alineación y separación defectuosa de los cromosomas (fig. 


18-51). 


Telofase 


Conforme los cromosomas se aproximan a sus polos respectivos, 
tienden a reunirse en una masa, lo que marca el principio de la 
etapa final de la mitosis, o telofase (figs. 14-11 y 14-32). Aquí 
las células hijas regresan a la condición de interfase: la envoltura 
nuclear se reforma y los cromosomas se dispersan cada vez más 
hasta que desaparecen de la vista en el microscopio. La división 
real del citoplasma en dos células hijas tiene lugar por un proce- 
so que se describe más adelante. Sin embargo, primero hay que 
regresar y considerar las fuerzas necesarias para que todos los 
movimientos principales de los cromosomas ocurran durante la 
mitosis. 


Reformación 
de la envoltura 
nuclear 


Surco 
(citocinesis) 


2 um 


FIGURA 14-32 Telofase. Micrografía electrónica de un corte a través de 
una célula de la granulosa ovárica en telofase. (Tomana DE J. A. RHo- 
DIN, HisroLOGY, OxFORD, 1974.) 
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Fuerzas necesarias para los movimientos 
mitóticos 

La mitosis se caracteriza por extensos movimientos de las es- 
tructuras celulares. La profase se acompaña de movimiento de 
los polos del huso a los extremos opuestos de la célula; la pro- 
metafase, tiene el movimiento de los cromosomas al ecuador del 
huso; la anafase A, de movimiento de los cromosomas desde el 
ecuador del huso hacia sus polos y la anafase B, de la elongación 
del huso. En los últimos 10 años se identificaron diversos moto- 
res moleculares en lugares diferentes en las células mitóticas de 
especies muy diversas. Todos los motores que se consideraban 
vinculados con los movimientos mitóticos son motores de mi- 
crotúbulos, inclusive varias proteínas distintas relacionadas con 
la cinesina y la dineína citoplásmica. Algunos de los motores se 
mueven hacia el extremo (+) del microtúbulo, otros hacia el ex- 
tremo (—). Como se expuso antes, una de las cinesinas no se 
mueve a ninguna parte, sino que promueve la despolimerización 
de los microtúbulos. Las proteínas motoras se localizan en los 
polos del huso, junto con las fibras del huso, y dentro de los cen- 
trómeros y los brazos de los cromosomas. 

Las funciones de las proteínas motoras se han descubierto 
sobre todo en tres tipos de estudios: 1) análisis del fenotipo de 
células que carecen del motor porque tienen una mutación en el 
gen que codifica parte de la proteína motora o porque se trataron 
con siRNA que bloquea la síntesis de la proteína; 2) inyección de 
anticuerpos o inhibidores contra proteínas motoras específicas 
en células en varias etapas de la mitosis, y 3) eliminación de la 
proteína motora de extractos celulares en los que se formaron 
los husos mitóticos. Aunque aún no pueden obtenerse conclu- 
siones firmes acerca de las funciones de las proteínas motoras 


específicas, se sugiere un cuadro general de las funciones de estas 
moléculas (fig. 14-33). 


m Es probable que las proteínas motoras localizadas a lo largo 
de los microtúbulos polares contribuyan a mantener separa- 
dos los polos (fig. 14-33a,b). 


m Es probable que las proteínas motoras que residen en los cro- 
mosomas sean importantes para los movimientos de los 
cromosomas durante la prometafase (fig. 14-33a), para man- 
tener los cromosomas en la placa de metafase (fig. 14-330) y 
para separar los cromosomas durante la anafase (fig. 14-330). 


m Es probable que las proteínas motoras situadas a lo largo de 
los microtúbulos polares superpuestos en la región del ecua- 
dor del huso sean las causantes del deslizamiento de unos 


microtúbulos sobre otros, lo que alarga el huso durante la 
anafase B (fig. 14-330). 


Citocinesis 


Durante la mitosis se realiza la separación de los cromosomas 
duplicados en los núcleos de las células hijas, pero la célula se 
divide en dos células hijas por un proceso separado llamado ci- 
tocinesis. El primer indicio de citocinesis en la mayor parte de 
las células animales aparece durante la anafase como una inden- 
tación en la superficie celular en una banda angosta alrededor de 
la célula. Conforme pasa el tiempo, la indentación se profundiza 
para formar una hendidura que rodea por completo la célula. El 
plano del surco está en el mismo que antes ocupaban los cro- 
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FIGURA 14-33 Actividad propuesta de las proteínas motoras durante la 
mitosis. (4) Prometafase. Las dos mitades del huso mitótico se separan 
una de la otra hacia los polos opuestos, lo que al parecer es resultado 
de la acción de los motores dirigidos al extremo (+), que causa que los 
microtúbulos polares de los polos contrarios se deslicen uno sobre otro 
(paso 1). (Los motores adicionales relacionados con los centrosomas y la 
corteza no se muestran.) Mientras tanto, los cromosomas se unieron con 
los microtúbulos cromosómicos y se ven oscilando adelante y atrás sobre los 
microtúbulos. Al final los cromosomas se mueven al centro del huso, a 
la mitad entre ambos polos. Los movimientos cromosómicos hacia los 
polos están mediados por motores dirigidos a los extremos (—) (es decir, 
dineína citoplásmica) que se encuentran en el cinetocoro (paso 2). Los 
movimientos cromosómicos que se alejan de los polos están mediados por 
motores dirigidos al extremo (+) (o sea, proteínas similares a cinesina) 
que se encuentran en el cinetocoro y sobre todo en los brazos cromosó- 
micos (paso 3) (fig. 14-21). (4) Metafase. Las dos mitades del huso man- 
tienen su separación como resultado de la actividad del motor dirigido al 
extremo (+) que se encuentra sobre los microtúbulos polares (paso 4). Se 
cree que los cromosomas se mantienen en el plano ecuatorial por la activi- 
dad equilibrada de las proteínas motoras que están en el cinetocoro (paso 
5). (c) Anafase. Se piensa que el movimiento de los cromosomas hacia los 
polos requiere la actividad de los motores del cinetocoro (paso 6) que se 
mueven sobre los microtúbulos cromosómicos o anclan los cromosomas a 
los microtúbulos mientras se despolimerizan. La separación de los polos 
(anafase B) parece consecuencia de la actividad continua de los motores 
dirigidos al extremo (+) de los microtúbulos polares (paso 7). (TomADA 
DE K. E. Sawin y J. M. SchoLeY, TrenNDS CeLL Biou. 1:122, 1991.) 


mosomas de la placa de metafase, por lo que los dos conjuntos 
de cromosomas al final se reparten entre dos células diferentes 
(como en la fig. 14-32). A medida que una célula se divide en 
dos, se libera membrana plasmática adicional a la superficie celu- 
lar mediante vesículas citoplásmicas que se fusionan con el surco 
divisorio que aumenta. El surco continúa profundizándose al 
pasar por los remanentes densamente empacados de la porción 
central del huso mitótico, lo que forma un puente citoplásmico 
entre las células hijas llamado cuerpo central (fig. 14-34a). Las 
superficies opuestas finalmente se fusionan entre sí en el centro 
de la célula, con lo que ésta se divide en dos (fig. 14-340). 


(a) 


FIGURA 14-34 Citocinesis. (a) Estas células cultivadas de mamífero se 
encuentran en la fase final de la citocinesis, llamada abscisión, en la cual 
el surco de separación corta el cuerpo central, se observa un diminuto 
puente citoplásmico empacado con remanentes de la porción central del 


(a) 


(b) 


(6) 


y el DNA de azul. (5) Este óvulo de erizo de mar acaba de dividirse en 
dos células por citocinesis. (REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE ÁHNA 
R. SkoP ET AL., SCIENCE 305:61, 2004; O coryYriGHT 2004; AMERI- 
CAN ASSOCIATION FOR THE ADVANCEMENT OF SCIENCE; B: CORTESÍA 
DE TRYGGVE GUSTAFSON.) 
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FIGURA 14-35 Formación y operación del anillo contráctil durante 
la citocinesis. (4) Los filamentos de actina ensamblan un anillo en el 
ecuador celular. La contracción del anillo, que requiere la acción de la 
miosina, produce la formación de un surco que divide la célula en dos. 
(0) Micrografía de fluorescencia confocal de un espermatocito de mosca 
que experimenta la citocinesis, al final de la primera división meiótica. 
Se observa que los filamentos de actina, teñidos por la toxina de hongo 
faloidina, se concentran en una banda ecuatorial circular dentro del sur- 
co de separación. (B: TOMADA DE DANIEL SAUL ET AL., J. CELL SCIENCE 
117:3893, 2004, CORTESÍA DE JuLiE A. BRILL, CON AUTORIZACIÓN DE 
Company or BrioLoci1sTs, LTD.) 
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El concepto actual del mecanismo encargado de la citocine- 
sis deriva de una propuesta hecha por Douglas Marsland en el 
decenio de 1950 y que se conoce como la teoría del anillo contrác- 
til (fig. 14-354). Marsland propuso que la fuerza necesaria para 
dividir la célula se genera en una banda delgada de citoplasma 
contráctil localizado en la corteza, justo debajo de la membrana 
plasmática del surco. El examen microscópico de la corteza bajo 
el surco de una célula en división revela la presencia de grandes 
cantidades de filamentos de actina (figs. 14-354 y 14-364). 


N Surco 
Surco 
(a) (b) 


10 um 


(c) 30 um 


IGURA 14-36 Demostración experimental de la importancia de la mio- 
sina en la citocinesis. (a y 2) Localización de la actina y la miosina II en 
una ameba Dictyostelium durante la citocinesis, demostrada por inmu- 
nofluorescencia doble. (4) Los filamentos de actina (rojos) se localizan en 
el surco de separación y en la periferia celular, donde desempeñan una fun- 
ción clave en el movimiento celular (sección 9.7). (6) La miosina II (verde) 
se localiza en el surco de división, parte de un anillo contráctil que rodea el 
ecuador. (c) Huevo de estrella de mar al que se aplicó una microinyección 
de anticuerpo contra miosina de estrella de mar, como se observa con luz 
polarizada (que hace que los husos mitóticos se vean más brillantes o más 
oscuros que el fondo por la presencia de microtúbulos orientados). Mien- 
tras la citocinesis se suprime por completo con los anticuerpos, la mitosis 
(como lo revelan los husos mitóticos) continúa intacta. (A, B: POR CORTESÍA 
DE YosHio FUKUI; C: TOMADA DE DANIEL P. KIEHART, lsser MABUCHI Y 
Sunya InouÉ, J. CELL BroL. 94:167, 1982; MEDIANTE AUTORIZACIÓN DE 
DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 
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Entre los filamentos de actina se intercala una menor canti- 
dad de filamentos bipolares cortos de miosina formados por mio- 
sina II, como lo evidencia la unión de anticuerpos contra miosina 
II (fig. 14-360). La importancia de la miosina II en la citocinesis 
se manifiesta por: 1) los anticuerpos contra miosina producen un 
cese rápido de la citocinesis cuando se inyectan en una célula en 
proceso de división (fig. 14-36c) y 2) las células que carecen de 
un gen funcional para miosina II realizan la división celular por 
mitosis, pero no pueden dividirse de manera normal en las células 
hijas. El ensamblaje de la maquinaria contráctil de actina y mio- 
sina en el plano del futuro surco de escisión es dirigido por una 
proteína G llamada RhoA. En este estado unido a GTP, la RhoA 
induce una cascada de sucesos que llevan tanto al ensamblaje de 
filamentos de actina como al inicio de la actividad motora de la 
miosina II. Si se elimina o desactiva RhoA en las células, no se 
forma un surco de división. 

Se cree que el mecanismo generador de la fuerza que opera 
durante la citocinesis es similar a la contracción basada en la ac- 
tina-miosina de las células musculares. En tanto el deslizamiento 
de los filamentos de actina de una célula muscular causa el acor- 
tamiento de la fibra muscular, el deslizamiento de los filamentos 
del anillo contráctil tira de la corteza y la membrana plasmática 
unida hacia el centro de la célula. Como resultado el anillo con- 
tráctil constriñe la región ecuatorial de la célula, de modo muy 
similar a lo que sucede cuando se tira del cordón para cerrar la 
abertura de una bolsa. 

En general, se acepta que la posición del surco divisorio está 
determinada por el huso mitótico en anafase, lo que conduce a 
la activación de RhoA en un anillo estrecho dentro de la corteza. 
Sin embargo, existe un debate sobre la forma en que se elige esta 
zona particular en la corteza. Los estudios pioneros realizados 
con ovocitos de invertebrados marinos por Ray Rappaport del 
Union College en Nueva York demostraron que el anillo contrác- 
til se forma en un plano a la mitad de la distancia entre los polos 
del huso, incluso si uno de los polos era desplazado por medio 
de una microaguja insertada en la célula. En las micrografías de 
la figura 14-37 se muestra un ejemplo de la relación entre la 
posición de los polos del huso y el plano de ruptura. Estos es- 
tudios sugieren que el sitio de ensamblaje de los filamentos de 
actina, y por tanto del plano de citocinesis, se determina por una 
señal que emana de los polos del huso. Se piensa que esta señal 
viaja desde estos polos hasta la corteza celular a lo largo de los 
microtúbulos astrales. Cuando la distancia entre los polos y la 
corteza se modifica por medios experimentales, el momento de 
la citocinesis cambia en grado notable (fig. 14-37). En cambio, 
los investigadores que realizan estudios con células de mamífero 
más pequeñas han encontrado indicios de que el sitio de forma- 
ción del surco se define por un estímulo que se origina en la parte 
central del huso mitótico, no en los polos. Los científicos se han 
esforzado por reconciliar estas observaciones contrastantes. Las 
explicaciones más sencillas son que a) diferentes tipos celulares 
utilizan diferentes mecanismos o b) ambos mecanismos operan 
en la misma célula. Estudios recientes apoyan esta última. 


Citocinesis en las células vegetales: formación de la pla- 
ca celular Las células vegetales, que están encerradas en una 
pared celular relativamente rígida, pasan por la citocinesis me- 
diante un mecanismo muy distinto. A diferencia de las células 
animales que se constriñen por un surco que avanza desde la su- 


(b) 


FIGURA 14-37 El sitio de formación del plano de separación y el mo- 
mento en el que la división ocurre depende de la posición del huso mi- 
tótico. (a) Se permitió que este huevo de equinodermo se dividiera una 
vez para formar un embrión de dos células. Luego, una vez que el huso 
mitótico apareció en ambas células, se extrajo una con una micropipeta, 
lo que ocasionó que adquiriera una forma cilíndrica. Las dos manchas 
oscuras en las células son los polos del huso que se formaron antes de la 
segunda división de cada célula. (5) Luego de 9 min, la célula cilíndrica 
ha completado la división, mientras que la célula esférica aún no empieza 
a dividirse. Estas fotografías indican que: 1) el plano de división se forma 
entre los polos del huso, sin importar su posición, y 2) que la división ocu- 
rre con más rapidez en la célula cilíndrica. La barra equivale a 80 um. (c) 
Estos resultados pueden explicarse si se asume: 1) que el plano de división 
(barra roja) se forma donde se superponen los microtúbulos astrales y 2) 
que la división ocurre más pronto en la célula cilíndrica porque la distan- 
cia entre los polos (esferas verdes) y el sitio de división es menor, lo que 
acorta el tiempo que tarda la señal de división en llegar a la superficie. (a 
Y B: TOMADAS DE CHARLES B. SHusTER Y Davi R. Burcess, J. CELL 
BroL. 146:987, 1999; MEDIANTE AUTORIZACIÓN DE DERECHOS RESERVA- 
DOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 


FIGURA 14-38 Formación de una placa celular entre dos núcleos hijos ve- 
getales durante la citocinesis. (a) Micrografía electrónica de bajo aumento 
que muestra la formación de la placa celular entre las futuras células hijas. 
Las vesículas secretoras derivadas de los aparatos de Golgi cercanos se ali- 
nearon a lo largo del plano ecuatorial (fecha) y empiezan a fusionarse una 
con otra. La membrana de las vesículas forma las membranas plasmáticas 
de las dos células hijas y el contenido de las vesículas proveerá el material 
que forma la placa celular que separa las células. (4) Pasos en la formación 
de la placa celular como se describen en el texto. (a: David PmiLLIPS/PHo- 
TO RESEARCHERS; B: TOMADA DE A. L. SaMuELs, T. H. GropINGs Jr. y L. 
A. STAEHELIN, J. CELL BroL. 130:1354, 1995; MEDIANTE AUTORIZACIÓN 
DE DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 


perficie celular hacia dentro, las células vegetales deben construir 
una pared celular dentro de una célula viva. La formación de la 
pared comienza en el centro de la célula y crece hacia fuera para 
encontrarse con las paredes laterales existentes. La formación de 
una nueva pared celular inicia con la construcción de un precur- 
sor más sencillo que se conoce como placa celular. 

El plano en el que la placa celular se forma es perpendicular 
al eje del huso mitótico pero, a diferencia de las células animales, 
no depende de la posición del huso. Más bien, la orientación 
del huso mitótico y la placa celular dependen de un cinturón 
de microtúbulos corticales, la banda precursora, que se forma al 
final de G, (fig. 9-21). Aunque la banda de la preprofase ya se 
desarmó para la profase, deja una huella invisible que establece 
el futuro sitio de división. El primer signo de la formación de 
la placa celular se observa en la etapa final de la anafase con la 
aparición del fragmoplasto en el centro de la célula en división. 
El fragmoplasto consiste en cúmulos de microtúbulos que se 
intercalan con orientación perpendicular a la futura placa (fig. 
9-21), junto con vesículas membranosas y material electrodenso. 
Los microtúbulos del fragmoplasto, que surgen de remanentes 
del huso mitótico, sirven como pistas para el movimiento de pe- 
queñas vesículas secretorias derivadas del aparato de Golgi en 
la región. Las vesículas se alinean en un plano entre los núcleos 
hijos (fig. 14-384). Las micrografías electrónicas de células de 
tabaco congeladas con rapidez revelaron los pasos por los que las 
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vesículas derivadas de Golgi se reorganizan en la placa celular. 
Para comenzar el proceso (paso 1, fig. 14-382), las vesículas emi- 
ten túbulos digitiformes que tocan y se fusionan con las vesículas 
vecinas para formar una red tubular entretejida en el centro de 
la célula (paso 2). Luego más vesículas se dirigen sobre los mi- 
crotúbulos a los bordes laterales de la red. Las vesículas recién 
llegadas continúan el proceso de formación de túbulos y fusión, 
lo que extiende la red hacia fuera (paso 2). Al final el borde líder 
de la red creciente toca la membrana plasmática y el límite de la 
célula madre (paso 3). Por último la red tubular pierde sus grietas 
citoplásmicas y madura hasta convertirse en una división aplana- 
da y continua. Las membranas de la red tubular se convierten en 
la membrana plasmática de las dos células hijas adyacentes, 
en tanto que los productos secretores que se transportaron den- 
tro de las vesículas contribuyen al plano celular intermedio. Una 
vez que la placa celular se completa, se agregan celulosa y otros 
materiales para producir una pared celular madura. 


1. ¿Cómo es que los fenómenos de la profase mitótica 
preparan a las cromátides para la separación posterior 
en la anafase? 

2. ¿Cuáles son algunas de las actividades del centrómero 
durante la mitosis? 
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3. Describa los fenómenos que ocurren en una célula 
durante la prometafase y durante la anafase. 

4. Describa las similitudes y las diferencias en la 
dinámica de los microtúbulos entre la metafase y la 
anafase. ¿Cómo se relacionan estas diferencias con los 
movimientos durante la anafase A y la B? 

5. ¿Qué tipos de mecanismos generadores de fuerza 
podrían producir el movimiento de los cromosomas 
durante la anafase? 

6. Contraste los fenómenos que ocurren durante la 
citocinesis en las células animales y vegetales típicas. 


14.3 MEIOSIS 


La producción de descendientes por reproducción sexual incluye 
la unión de dos células, cada una con un conjunto haploide de 
cromosomas. Como se explica en el capítulo 10, la duplicación 
del número de cromosomas en la fertilización se compensa por la 
reducción equivalente en el número de cromosomas en una etapa 
previa a la formación de los gametos. Esto se logra mediante la 
meiosis, un término acuñado en 1905 a partir de la palabra grie- 
ga que significa “reducción”. La meiosis asegura la producción de 
una fase haploide en el ciclo de la vida, y la fertilización, una fase 
diploide. Sin la meiosis, el número de cromosomas se duplicaría 
con cada generación y la reproducción sexual sería imposible. 

Para comparar los sucesos de la mitosis y la meiosis es ne- 
cesario revisar el destino de las cromátides. Antes de la mitosis y 
la meiosis las células diploides en G, contienen pares de cromo- 
somas homólogos, cada cromosoma formado por dos cromátides. 
Durante la mitosis las cromátides de cada cromosoma se dividen 
y separan en dos núcleos hijos por una división celular simple. 
Como resultado las células producidas por mitosis contienen pa- 
res de cromosomas homólogos y tienen características genéticas 
idénticas a la célula madre. En cambio, durante la meiosis, las cua- 
tro cromátides de un par de cromosomas homólogos replicados 
se distribuyen en cuatro núcleos hijos. En la meiosis esto se logra 
mediante dos divisiones en secuencia sin una ronda intermedia de 
duplicación de DNA (fig. 14-39). En la primera división meiótica 
cada cromosoma (formado por dos cromátides) se separa de su 
homólogo. En consecuencia cada célula hija tiene sólo un miem- 
bro de cada par de cromosomas homólogos. Para que esto ocurra 
los cromosomas homólogos se emparejan durante la profase de 
la primera división meiótica (profase I, fig. 14-39) mediante un 
proceso elaborado que no tiene contraparte en la mitosis. Con- 
forme se emparejan, los cromosomas homólogos participan en un 
proceso de recombinación genética que produce cromosomas con 
nuevas combinaciones de alelos maternos y paternos (metafase I, 
fig. 14-39). En la segunda división meiótica las dos cromátides de 
cada cromosoma se separan (anafase II, fig. 14-39). 

Un estudio de varios eucariotas revela diferencias marcadas 
con respecto a la etapa del ciclo vital en la que ocurre la meiosis 
y la duración de la fase haploide. Con estas bases pueden identi- 
ficarse los tres grupos siguientes (fig. 14-40): 


1. Meiosis gamética o terminal. En este grupo, que incluye los 
animales y muchos protistas, las divisiones meióticas están 
muy vinculadas con la formación de los gametos (fig. 14-40, iz- 
quierda). Por ejemplo, en los vertebrados machos (fig. 14-41a) 
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FIGURA 14-39 Etapas de la meiosis. 
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FIGURA 14-40 Comparación de los tres grupos principales de organis- 
mos basada en la etapa del ciclo vital en la que la meiosis ocurre y la 
duración de la fase haploide. (ADAPTADA DE E. B. WiLson, THE CELL 
IN DEVELOPMENT AND HEREDITY, 3RD ED. 1925. RErMPRESA CON AU- 
TORIZACIÓN DE MACMILLAN PuBLISHING Co., Inc.) 


la meiosis ocurre justo antes de la diferenciación de los es- 
permatozoides. Las espermatogonias que están destinadas a 
pasar por la meiosis se convierten en espermatocitos primarios, 
que luego pasan por las dos divisiones de la meiosis para pro- 
ducir cuatro espermátides hasta cierto punto indiferenciados. 
Cada espermátide pasa por una diferenciación compleja para 
convertirse en una célula espermática muy especializada (es- 
permatozoide). En los vertebrados hembra (fig. 14-410) las 
oogonias se convierten en ovocitos primarios, que luego entran 
a una profase meiótica muy prolongada. Durante esta profase 
el ovocito primario crece y se llena de vitelo y otros materia- 
les. La división meiótica ocurre sólo hasta después que la di- 
ferenciación del ovocito se completa (o sea, el ovocito alcanzó 
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el mismo estado que cuando es fertilizado). Los huevos de los 
vertebrados casi siempre se fertilizan en una etapa previa a la 
terminación de la meiosis (por lo general en la metafase II). 
La meiosis se completa después de la fertilización, mientras 
el espermatozoide se encuentra en el citoplasma del huevo. 
2. Meiosis cigótica o inicial. En este grupo, que comprende sólo 
protistas y hongos, las divisiones meióticas ocurren justo des- 
pués de la fertilización (fig. 14-40, derecha) para producir 
esporas haploides. Las esporas se dividen por mitosis para 
producir una generación adulta haploide. Por consiguiente la 
etapa diploide del ciclo vital se limita a un periodo corto des- 
pués de la fertilización, cuando el individuo aún es un cigoto. 
3. Meiosis en esporas o intermedia. En este grupo, que abarca 
plantas y algunas algas, las divisiones meióticas ocurren en 
una etapa no relacionada con la formación de gametos ni con 
la fertilización (fig. 14-40, centro). Si se comienza el ciclo vi- 
tal con la unión de un gameto masculino (el grano de polen) 
con un gameto femenino (el huevo), el cigoto diploide pasa 
por la mitosis y se desarrolla en un esporofito diploide. La 
esporogénesis (que incluye la meiosis) ocurre en alguna etapa 
del desarrollo del esporofito, con lo que se producen esporas 
que germinan de manera directa en un gametofito haploide. 
El gametofito puede ser una etapa independiente o, como en 
el caso de las plantas de vivero, una estructura diminuta rete- 
nida dentro de los óvulos. En cualquier caso los gametos se 
producen a partir del gametofito haploide por mitosis. 


Las etapas de la meiosis 


Como en la mitosis, el preludio de la meiosis incluye replicación 
del DNA. La fase S premeiótica tarda varias veces más que la 
fase S premitótica. La profase de la primera división meiótica 
(la profase I) suele prolongarse en forma extraordinaria en com- 
paración con la profase mitótica. Por ejemplo, en las mujeres, los 
ovocitos inician la profase I de la meiosis antes del nacimiento y 
luego entran en un periodo de paro prolongado. Los ovocitos re- 
anudan la meiosis justo antes del momento de la ovulación, que 
ocurre aproximadamente cada 28 días después que la mujer llega 
a la pubertad. Por consiguiente muchos ovocitos humanos per- 
manecen detenidos en la misma etapa aproximada de la profase 
durante varios decenios. La primera profase meiótica también es 
muy compleja y suele dividirse en varias etapas similares en todos 
los eucariotas con reproducción sexual (fig. 14-42). 

La primera etapa de la profase I es el leptoteno, durante el 
cual los cromosomas se tornan visibles con el microscopio óptico. 
Aunque los cromosomas se replicaron en una etapa más tem- 
prana, no hay indicación de que cada cromosoma en realidad 
esté compuesto por un par de cromátides idénticas. Sin embar- 
go, bajo el microscopio electrónico se ve que los cromosomas se 
componen de cromátides pares. 

La segunda fase de la profase I, que se llama cigoteno, está 
marcada por una asociación visible de los homólogos. Este pro- 
ceso de emparejamiento de cromosomas se denomina sinapsis 
y es un fenómeno intrigante con importantes preguntas sin res- 
ponder: ¿Cómo se reconocen los cromosomas homólogos entre 
sí? ¿Cómo es que el par se alinea de manera perfecta? ¿Cuándo 
ocurre por primera vez el reconocimiento entre éstos? Estudios 
recientes arrojaron bastante información para poder responder 
a estas preguntas. Durante años se asumió que la interacción 
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FIGURA 14-41 Etapas de la gametogénesis en los vertebrados: compara- 
ción entre la formación de espermatozoides y huevos. En ambos sexos, 
una población relativamente pequeña de células germinales primordia- 
les presentes en el embrión prolifera mediante mitosis para formar una 
población de células germinales (espermatogonia u oogonia) a partir de 
las cuales se diferencian los gametos. En el macho (a), la meiosis ocurre 
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antes de la diferenciación, mientras que en la hembra (5), ambas divi- 
siones meióticas tienen lugar después de la diferenciación. Por lo general 
cada espermatocito primario da origen a cuatro gametos viables, mientras 
que cada ovocito primario produce sólo un huevo fertilizable y dos o tres 
cuerpos polares. 
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FIGURA 14-42 Etapas de la profase I. Los eventos de cada etapa se describen en el texto. 


entre los cromosomas homólogos comienza cuando los cromo- 
somas inician la sinapsis. Sin embargo, los estudios con células 
de levaduras realizados por Nancy Kleckner et al. en la Harvard 
University demostraron que las regiones homólogas de DNA 
de los cromosomas homólogos ya están en contacto durante el 
leptoteno. La compactación cromosómica y la sinapsis durante 
el cigoteno tan sólo vuelven visible esta disposición con el mi- 
croscopio. Como se explica más adelante, el primer paso en la 
recombinación genética es la rotura de la cadena doble en las 
moléculas alineadas de DNA. Los estudios con levaduras y rato- 
nes sugieren que las roturas en el DNA ocurren en el leptoteno, 
mucho antes que los cromosomas se emparejen en forma visible. 

Estos hallazgos se apoyan con estudios enfocados en loca- 
lizar secuencias particulares de DNA dentro de los núcleos de 
células premeióticas y meióticas. En la página 497 se revisó que 
los cromosomas individuales ocupan regiones discretas dentro 
de los núcleos en lugar de dispersarse de manera aleatoria por 
todo el espacio nuclear. El examen de las células de levaduras que 
están a punto de entrar a la profase meiótica, revela que cada par 
de cromosomas homólogos comparte un territorio conjunto dis- 
tinto de los territorios que otros pares de homólogos comparten. 
Este hallazgo sugiere que los cromosomas homólogos se aparean 
en cierta medida antes que la profase meiótica comience. Los 
telómeros (segmentos terminales) de los cromosomas del lepto- 
teno se distribuyen por todo el núcleo. Luego, cerca del final del 
leptoteno, hay una reorganización drástica de los cromosomas en 
muchas especies, de manera que los telómeros se localizan en la 
superficie interna de la envoltura nuclear a un lado del núcleo. 


FIGURA 14-43 Relación delos telómeros de los cromosomas meióticos 
con la envoltura nuclear. Cromosomas en etapa de profase meiótica del 
saltamontes macho; los cromosomas homólogos mantienen una rela- 
ción física como parte de un bivalente. Los bivalentes se disponen en un 
“ramo” bien definido con sus regiones terminales aglomeradas cerca de 
la superficie interna de la envoltura nuclear, en la base de la fotografía. 
(Por corTESÍA DE BERNARD JOHN, DE B. Jonn, MeErosIs. REIMPRESA 
CON AUTORIZACIÓN DE CAMBRIDGE UNIVERSITY Press, 1990.) 
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La aglomeración de telómeros en un extremo de la envoltura 
nuclear se observa en una gran variedad de células eucariotas y 
ocasiona que los cromosomas se parezcan a un ramo de flores 
(fig. 14-43). Aún se discute si la aglomeración de telómeros ayu- 
da o no al proceso de sinapsis. 

Las micrografías electrónicas indican que la sinapsis cromo- 
sómica se acompaña de la formación de una estructura compleja 
llamada complejo sinaptonémico. El complejo sinaptonémico 
(SC) es una estructura similar a una escalera con filamentos de 
proteína transversales que conectan los dos elementos laterales 
(fig. 14-44). La cromatina de cada cromosoma homólogo se 
organiza en asas que se extienden desde uno de los elementos 
laterales del SC (fig. 14-440). Los elementos laterales están com- 
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FIGURA 14-44 El complejo sinaptonémico. (a) Micrografía electrónica de 
un bivalente del paquiteno humano que muestra un par de cromosomas 
homólogos que se mantienen en un conjunto paralelo muy ordenado. K, 
cinetocoro. (4) Esquema del complejo sinaptonémico y sus fibras cromosó- 
micas relacionadas. Los gránulos densos (nódulos de recombinación) que 
se ven en el centro del SC (indicados con la punta de flecha en la parte a) 
contienen la maquinaria enzimática necesaria para completar la recombi- 
nación genética, que se cree comienza en una etapa mucho más temprana 
en la profase I. Se muestran las asas apareadas de DNA de las dos cromáti- 
des hermanas de cada cromosoma. Es probable que las asas se mantengan 
en una configuración de parejas mediante la cohesina (no se muestra). Se 
supone que la recombinación genética (entrecruzamiento) ocurre entre las 
hélices de DNA de cromátides no hermanas, como se muestra. (A: CORTE- 
SÍA DE ALBERTO J. SOLARI, CHROMOSOMA 81:330, 1980.) 
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puestos por cohesina (pág. 572), que al parecer une la cromati- 
na de las cromátides hermanas. Durante muchos años se pensó 
que el SC sujetaba cada par de cromosomas homólogos en la 
posición correcta para iniciar la recombinación genética entre 
las cepas de DNA homólogo. Ahora resulta evidente que el SC 
no es necesario para la recombinación genética. El SC no sólo 
se forma después del inicio de la recombinación genética, sino 
que las células de levadura mutantes incapaces de ensamblar el 
SC pueden participar en el intercambio de información genética 
entre homólogos. En la actualidad se piensa que el SC funcio- 
na sobre todo como un marco que permite la interacción de las 
cromátides para que completen sus actividades de cruzamiento, 
como se describe más adelante. 

El complejo formado por un par de cromosomas homólo- 
gos unidos se denomina bivalente o tétrada. El primer térmi- 
no refleja el hecho de que el complejo contiene dos homólogos, 
mientras que el último llama la atención por la presencia de cua- 
tro cromátides. El final de la sinapsis marca el final del cigote- 
no y el principio de la siguiente etapa de la profase 1, llamada 
paquiteno, que se caracteriza por un complejo sinaptonémico 
completamente formado. Durante el paquiteno los homólogos 
se mantienen juntos a lo largo del SC. EL DNA de las cromátides 
hermanas se extiende en rizos paralelos (fig. 14-44). Bajo el mi- 
croscopio electrónico se observan varios cuerpos electrodensos 
de unos 100 nm de diámetro al interior del centro del SC. Estas 
estructuras se denominaron nódulos de recombinación porque co- 
rresponden a los sitios en los que se produce el entrecruzamien- 
to, como se demuestra con la síntesis relacionada de DNA que 
ocurre durante los pasos intermedios de la recombinación (pág. 
598). Los nódulos de recombinación contienen la maquinaria 
enzimática que facilita la recombinación genética, que se com- 
pleta al final del paquiteno. 

El principio del diploteno, la siguiente etapa de la profase I 
meiótica (fig. 14-42), se reconoce por la disolución del SC, que 
deja los cromosomas unidos entre sí en puntos específicos por 
estructuras con forma de X, llamadas quiasmas (fig. 14-45). Los 
quiasmas se localizan en sitios de los cromosomas en los que 
antes ocurrió el entrecruzamiento entre moléculas de DNA de 
los dos cromosomas. Los quiasmas se forman por las uniones 
covalentes entre una cromátide de un homólogo y una cromátide 
no hermana del otro homólogo. Estos puntos de unión brindan 
una interpretación visual sorprendente de la extensión de la re- 
combinación genética. Los quiasmas se tornan más visibles por 
una tendencia de los homólogos a separarse uno del otro en la 
etapa diploteno. 

En los vertebrados el diploteno puede ser una fase muy pro- 
longada de la ovogénesis durante la cual ocurre la mayor parte 
del crecimiento del ovocito. Por tanto el diploteno puede ser un 
periodo de actividad metabólica intensa. La transcripción du- 
rante el diploteno en el ovocito aporta el RNA utilizado para 
la síntesis de proteínas durante la ovogénesis y en el desarrollo 
embrionario temprano después de la fecundación. 

Durante la etapa final de la profase I meiótica, llamada dia- 
cinesis, el huso meiótico se ensambla y los cromosomas se prepa- 
ran para su separación. Los cromosomas se compactan de nuevo 
durante la diacinesis en aquellas especies en que los cromosomas 
se dispersan mucho durante el diploteno. La diacinesis termina 
con la desaparición del nucléolo, la rotura de la envoltura nuclear 
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FIGURA 14-45 Evidencia visible de entrecruzamiento. (a y 5) Bivalen- 
tes del diploteno del saltamontes que muestran los quiasmas formados 
entre las cromátides de cada cromosoma homólogo. El recuadro indica 
el entrecruzamiento que se supone ocurrió dentro del bivalente en a. Las 
cromátides de cada cromosoma en diploteno se mantienen muy próxi- 
mas, excepto en los quiasmas. (c) Micrografía electrónica de barrido de 
un bivalente de la langosta del desierto con tres quiasmas (flechas). (A Y 
B: TOMADAS DE BERNARD Jonn, MeEtOsIs, CAMBRIDGE, 1990; REIMPRE- 
SAS CON AUTORIZACIÓN DE CAMBRIDGE UNIVERSITY PRESS; C: TOMADA 
DE KLaus Werner WoLr, BroEss 16:108, 1994.) 


y el movimiento de las tétradas a la placa de la metafase. En 
los ovocitos de vertebrados estos fenómenos se inician por un 
aumento en el nivel de actividad de la proteína cinasa del MPF 
(factor promotor de maduración). Como se explica en la sección 
Vías experimentales, el MPF se identificó por primera vez por su 
capacidad para iniciar estos fenómenos que representan la madu- 
ración del ovocito (pág. 599). 

En la mayor parte de las especies eucariotas, los quiasmas 
aún pueden verse en los cromosomas homólogos alineados en 
la placa de la metafase de la meiosis I. De hecho los quiasmas 
mantienen juntos los homólogos como un elemento bivalente 
durante esta etapa. En los seres humanos y otros vertebrados 
cada par de éstos suele contener por lo menos un quiasma, y los 
cromosomas más largos tienden a poseer dos o tres. Se cree que 
algún mecanismo asegura que inclusive los cromosomas más pe- 
queños formen un quiasma. Si no se forma un quiasma entre un 
par de cromosomas homólogos, los cromosomas de ese bivalente 
tienden a separarse después de la disolución del SC. A menudo 
esta separación prematura de los homólogos conduce a la forma- 
ción de núcleos con una cantidad anormal de cromosomas. La 
consecuencia de este fenómeno se trata en la sección Perspectiva 
humana. 

¡En la metafase I, los dos cromosomas homólogos de cada 
bivalente se conectan con las fibras del huso de los polos opues- 
tos (fig. 14-464). En cambio, las cromátides hermanas están co- 


nectadas a los microtúbulos del mismo polo del huso, lo cual es 
posible gracias a la disposición lado a lado de sus cinetocoros, 
como se observa en el recuadro de la figura 14-462. La orienta- 
ción de los cromosomas maternos y paternos en cada bivalente 
de la placa de metafase 1 es aleatoria; el miembro materno de un 
bivalente particular tiene la misma probabilidad de estar dirigi- 
do a cualquier polo. En consecuencia, cuando los cromosomas 
homólogos se separan durante la anafase I, cada polo recibe una 
colección aleatoria de cromosomas maternos y paternos (fig. 
14-39). Por tanto la anafase I es el evento citológico que correspon- 
de a la ley de Mendel de la distribución independiente (pág. 381). 
Los organismos son capaces de generar una variedad de gametos 
casi ilimitada como resultado de la distribución independiente. 
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FIGURA 14-46 Separación de cromosomas homólogos durante la 
meiosis I y separación de cromátides durante la meiosis II. (2) Es- 
quema de un par de cromosomas homólogos en la metafase I. Las cro- 
mátides se mantienen unidas al nivel de los brazos y los centrómeros 
mediante cohesina. El par de homólogos se mantiene como bivalente 
por medio del quiasma. La micrografía del recuadro muestra que los 
cinetocoros de las cromátides hermanas están situados en un lado del 
cromosoma, de frente al mismo polo. Los puntos negros son partículas 
de oro unidas a la proteína motora CENP-E (fig. 14-160). (5) En la 
anafase I, la cohesina que sujeta los brazos de las cromátides se aleja, lo 
cual permite que los homólogos también se separen entre sí. La cohesina 
se mantiene en el centrómero, conservando juntas a las cromátides. (c) 
En la metafase II, las cromátides se mantienen cerca en el centrómero, 
con los microtúbulos de los polos opuestos unidos a los dos cinetocoros. 
La micrografía del recuadro muestra que los cinetocoros de las cromáti- 
des hermanas ahora están en lados opuestos del cromosoma, de frente a 
polos opuestos. (4) En la anafase II, la cohesina que mantiene unidas las 
cromátides ya se separó, y ello permite que los cromosomas se muevan a 
los polos opuestos. (RECUADROS TOMADOS DE JIBAK LFE ET AL., MoL. 
RepProp. DeveLor. 56:51, 2000.) 
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Para la separación de los cromosomas homólogos en la ana- 
fase I, es necesario que los quiasmas que mantienen unido el bi- 
valente se disuelvan. Los quiasmas se mantienen por la cohesión 
entre las cromátides hermanas en regiones que flanquean estos 
sitios de recombinación (fig. 14-46a). Los quiasmas desaparecen 
en la transición metafase I-anafase I, cuando los brazos de las 
cromátides de cada bivalente pierden cohesión (fig. 14-460). La 
pérdida de cohesión entre los brazos se debe a la rotura proteo- 
lítica de las moléculas de cohesina en esas regiones del cromoso- 
ma. En cambio, la cohesión entre los centrómeros unidos de las 
cromátides hermanas, se mantiene fuerte porque la cohesina ahí 
situada está protegida contra el ataque proteolítico (fig. 14-465). 
El resultado es que las cromátides hermanas permanecen unidas 
con firmeza mientras se mueven juntas hacia un polo del huso 
durante la anafase I. 

La telofase I de la meiosis I produce cambios menos drásti- 
cos que la telofase de la mitosis. Aunque los cromosomas a me- 
nudo experimentan cierta dispersión, no llegan a un estado tan 
extendido del núcleo en interfase. La envoltura nuclear puede o 
no reformarse durante la telofase 1. La etapa entre las dos divi- 
siones meióticas se llama ¿ntercinesis y por lo general es corta. En 
los animales, las células que se encuentran en este estado fugaz, 
se conocen como espermatocitos secundarios u ovocitos secundarios. 
Tales células se caracterizan por ser haploides porque contienen 
sólo un miembro de cada par de cromosomas homólogos. Aun- 
que son haploides, tienen dos veces más DNA que un gameto 
haploide porque cada cromosoma aún está representado por un 
par de cromátides adosadas. Se dice que los espermatocitos se- 
cundarios tienen una cantidad 2C de DNA, la mitad que un 
espermatocito primario, que tiene un contenido 4C de DNA, 
y dos veces más que una célula espermática, cuyo contenido de 
DNA es 1C. 

La intercinesis se continúa por la profase II, una profase 
mucho más sencilla que su predecesora. Si la envoltura nuclear 
se reformó en la telofase I, se rompe de nuevo. Los cromosomas 
se compactan otra vez y se alinean en la placa de metafase. A 
diferencia de la metafase I, los cinetocoros de las cromátides 
hermanas de la metafase II se dirigen a polos contrarios y se 
unen con grupos opuestos de fibras cromosómicas del huso (fig. 
14-460). La progresión de la meiosis en los ovocitos de verte- 
brados se detiene en la metafase II. La detención de la meiosis 
en la metafase II se debe a factores que inhiben la activación de 
APCS% lo cual impide la degradación de la ciclina B. Siem- 
pre que los niveles de ciclina B permanezcan altos dentro del 
ovocito, la actividad Cdk se mantiene y las células no pueden 
avanzar a la siguiente etapa de la meiosis. El paro de la metafase 
II sólo se libera cuando el ovocito (ahora llamado huevo) se 
fertiliza. La fertilización conduce a una entrada rápida de iones 
de Ca?*, la activación de APC“ (pág. 580) y la destrucción 
de la ciclina B. El huevo fertilizado responde a estos cambios 
con la terminación de la segunda división meiótica. La anafase 
II comienza con la separación sincrónica de los centrómeros, 
que mantuvieron juntas a las cromátides hermanas, lo que les 
permite moverse hacia los polos contrarios de la célula (fig. 
14-464). La meiosis II concluye con la telofase II, en la que los 
cromosomas de nuevo están encerrados por una envoltura nu- 


clear. Los productos de la meiosis son células haploides con una 
cantidad 1C de DNA nuclear. 
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La meiosis es un proceso complejo y los errores de ésta en los seres 
humanos parecen ocurrir con una frecuencia sorprendente. Es posible 
que los cromosomas homólogos no se separen durante la meiosis 1 
o que las cromátides hermanas no se aparten durante la meiosis Il. 
Cuando cualquiera de estas situaciones se presenta, se forman gametos 
que contienen una cantidad anormal de cromosomas, ya sea un cromo- 
soma adicional o uno faltante (fig. 1). Si uno de estos gametos se fusiona 
con un gameto normal, se forma un cigoto con una cantidad anormal de 
cromosomas y esto tiene consecuencias graves. En la mayor parte de los 
casos el cigoto se convierte en un embrión anormal que muere en algún 
momento entre la concepción y el nacimiento. Sin embargo, en algunos 
casos el cigoto se desarrolla hasta convertirse en un lactante cuyas célu- 
las tienen un número anormal de cromosomas, lo que se conoce como 
aneuploidia. El efecto de la aneuploidia depende de los cromosomas que 
se encuentren afectados. 

El complemento cromosómico normal de los humanos es 46:22 
pares de autosomas y un par de cromosomas sexuales. Un cromosoma 
adicional (para un total de 47 cromosomas) crea una alteración denomi- 
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FIGURA 1 La falta de disyunción meiótica ocurre cuando los cromoso- 
mas no se separan durante la meiosis. Si la falta de separación tiene lugar 
durante la primera división meiótica, lo que se llama fala de disyunción 
primaria, todas las células haploides poseen una cantidad anormal de 
cromosomas. Si la falta de disyunción se presenta durante la segunda 
división meiótica, lo que se llama falta de disyunción secundaria, sólo se 
afectan dos de las cuatro células haploides. (También puede haber tipos 
más complejos de falta de disyunción de los que se muestran aquí.) 
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FIGURA 2 Cariotipo de una persona con síndrome de Down. El carioti- 
po muestra un cromosoma 21 adicional (trisomía 21). 


nada trisomía (fig. 2). Por ejemplo, la persona cuyas células contienen un 
cromosoma 21 adicional tiene trisomía 21. La falta de un cromosoma 
(para un total de 45 cromosomas) produce monosomía. Para empezar se 
considerarán los efectos de un número anormal de autosomas. 

La ausencia de un cromosoma autosómico, sin importar cuál es 
el afectado, siempre resulta letal en alguna etapa durante el desarro- 
llo embrionario o fetal. Por consiguiente un cigoto que contiene una 
monosomía autosómica no da origen a un feto que llegue a término. 
Aunque podría resultar inesperado que la existencia de un cromosoma 
adicional creará una situación que pusiera en riesgo la vida, el hecho es 
que los cigotos con trisomías no tienen un destino mucho mejor que 
aquéllos con monosomías. De los 22 autosomas distintos en el comple- 
mento cromosómico humano, sólo las personas con trisomía 21 pueden 
sobrevivir después de las primeras semanas o meses de edad. Casi todas 
las otras trisomías posibles son letales durante el desarrollo, mientras 
que los fetos con trisomías de los cromosomas 13 y 18 a menudo viven 
hasta el parto, pero presentan anomalías tan graves que fallecen poco 
después de nacer. Más de un cuarto de los fetos que terminan en aborto 
espontáneo tiene una trisomía cromosómica. Se cree que mucho más 
cigotos con cantidades anormales de cromosomas producen embriones 
que mueren en etapas tempranas del desarrollo antes que se reconozca 
siquiera el embarazo. Por ejemplo, por cada cigoto trisómico que se for- 
ma en la concepción, se presume que hay una cantidad igual de cigotos 
monosómicos que tienen una evolución aún peor. Se estima que hasta 
20 a 25% de los ovocitos humanos es aneuploide, porcentaje mucho más 
alto que en cualquier otra especie estudiada. Por ejemplo, los huevos de 
ratón casi siempre tienen un nivel de aneuploidia de 1 a 2%. Hace poco 
se descubrió que la exposición de los ratones a un compuesto parecido al 
estrógeno (el bisfenol A), que se emplea en la fabricación de compuestos 
de policarbonato puede incrementar en mucho la frecuencia de falta de 
disyunción durante la meiosis en los ratones. Ésta es la primera demos- 
tración clara de una relación entre los compuestos sintéticos presentes 
en el ambiente y la aneuploidia meiótica. No se sabe si éste u otros 
agentes ambientales contribuyen al alto índice de aneuploidia en ovoci- 
tos humanos. Cualquiera que sea la razón, las anomalías cromosómicas 
durante la meiosis en los varones tienen un nivel mucho menor que 
aquellas que se presentan en las mujeres. 


Aunque el cromosoma 21 es el más pequeño de los cromosomas 
humanos, la presencia de una copia adicional de este material genéti- 
co tiene consecuencias graves y causa un trastorno llamado síndrome 
de Down. Las personas con síndrome de Down experimentan grados 
variables de daño mental, alteraciones en ciertos rasgos corporales, pro- 
blemas circulatorios, mayor susceptibilidad a las enfermedades infec- 
ciosas y un riesgo mucho más alto de padecer leucemia y enfermedad 
de Alzheimer de inicio temprano. Se cree que todos estos problemas 
médicos se derivan de un nivel anormal de expresión de genes localiza- 
dos en el cromosoma 21. Sin embargo, la expresión de genes situados 
en otros cromosomas también puede ser afectada por la concentración 
excesiva de determinados factores de transcripción codificados por ge- 
nes del cromosoma 21. 

La presencia de un número anormal de cromosomas sexuales es 
mucho menos dañina para el desarrollo humano. Un cigoto que sólo 
tiene un cromosoma X y no tiene un segundo cromosoma sexual (cono- 
cido como XO) se desarrolla en una hembra con síndrome de Turner, en 
el que el desarrollo genital se detiene en el estado juvenil, los ovarios no 
se desarrollan y la estructura corporal presenta anomalías leves. Como 
un cromosoma Y determina el desarrollo masculino, las personas con 
por lo menos un cromosoma Y se desarrollan como varones. Un varón 
con un cromosoma X adicional (XXY) presenta síndrome de Klinefelter, 
que se caracteriza por retraso mental, desarrollo deficiente de los genita- 
les y características físicas femeninas (como crecimiento mamario). Un 
cigoto con un cromosoma Y adicional (XYY) se convierte en un varón 
con características físicas normales con probabilidad de ser más alto que 
el promedio. Aunque surgió una controversia considerable por ciertas 
declaraciones que afirman que los varones XXY tienden a presentar un 
comportamiento más agresivo, antisocial y criminal que los varones XY, 
esta hipótesis aún no se comprueba. 

La probabilidad de tener un hijo con síndrome de Down se incre- 
menta mucho con la edad de la madre: de 0.05% entre mujeres de 19 
años de edad a casi 3% entre las mujeres mayores de 45 años. La mayor 


Recombinación genética durante la meiosis 


Además de reducir el número de cromosomas como lo requie- 
re la reproducción sexual, la meiosis incrementa la variabilidad 
genética en una población de organismos de una generación a 
la siguiente. La distribución independiente permite que los cro- 
mosomas maternos y paternos se revuelvan durante la formación 
de los gametos, y la recombinación genética (entrecruzamiento) 
posibilita que los alelos maternos y paternos en un cromosoma 
determinado se entremezclen también (fig. 14-39). Sin esta re- 
combinación, los alelos de un cromosoma particular permane- 
cerían juntos generación tras generación. Al mezclar los alelos 
maternos y los paternos entre cromosomas homólogos, la meio- 
sis genera organismos con genotipos y fenotipos nuevos en los 
que puede actuar la selección natural (fig. 10-7; ejemplo de la 
mosca de la fruta). 

La recombinación comprende la rotura física de moléculas 
individuales de DNA y la ligadura de los extremos dobles cor- 
tados de un DNA con los extremos dobles cortados del cromo- 
soma homólogo. La recombinación es un proceso muy preciso 
que ocurre sin adición ni pérdida de un solo par de bases. Para 
mantener tal exactitud, la recombinación depende de secuencias 
de bases complementarias que existen entre una cadena senci- 
lla de un cromosoma y la cadena homóloga de otro cromosoma, 
como se explica más adelante. La precisión de la recombinación 
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parte de los estudios muestra que la edad del padre y la probabilidad 
de procrear un hijo con trisomía 21 no se relacionan. Las estimaciones 
basadas en comparaciones de secuencias de DNA entre los hijos y los 
padres indican que cerca de 95% de las trisomías 21 puede rastrearse 
hasta comprobar que la falta de disyunción ocurrió en la madre. 

Ya se señaló que un número anormal de cromosomas puede ser 
el resultado de la falta de disyunción en alguna de las divisiones meió- 
ticas (fig. 1). Aunque los diferentes fenómenos de falta de disyunción 
producen el mismo efecto en términos de número de cromosomas en 
el cigoto, pueden distinguirse mediante el análisis genético. La falta de 
disyunción primaria transmite dos cromosomas homólogos al cigoto, 
mientras que la falta de disyunción secundaria transmite dos cromáti- 
des hijas (mayor probabilidad de alteración por el entrecruzamiento) al 
cigoto. Los estudios indican que casi todos los errores ocurren durante 
la meiosis I. Por ejemplo, en un estudio de 433 casos de trisomía 21 
ocasionados por falta de disyunción maternal, 373 se debieron a errores 
durante la meiosis I y 60 a errores en la meiosis II. 

¿Por qué la meiosis I es más susceptible a la falta de disyunción que 
la meiosis II? La respuesta exacta no se conoce, pero es casi seguro 
que refleje el hecho de que los ovocitos de las mujeres mayores perma- 
necieron detenidos en la meiosis 1 durante mucho tiempo en el ovario. 
En este capítulo se mencionó que los quiasmas, que son indicadores 
visuales de recombinación genética, tienen una función importante 
para mantener juntos los bivalentes durante la metafase 1. De acuerdo 
con una hipótesis, los husos meióticos de los ovocitos más viejos tienen 
una menor capacidad para mantener juntos los bivalentes construidos 
de manera débil (bivalentes con sólo un quiasma cerca de la punta del 
cromosoma) que aquéllos de ovocitos más jóvenes, lo que aumenta la 
probabilidad de que los cromosomas homólogos se separen de manera 
defectuosa en la anafase I. Otra posibilidad es que la cohesión de cromá- 
tides hermanas, que impide que el quiasma se “deslice” por el extremo 
del cromosoma, no se mantenga del todo por un periodo prolongado, lo 
que permite que los homólogos se separen antes de tiempo. 


se asegura mejor con la participación de las enzimas para repa- 
ración del DNA que llenan los huecos que se forman durante el 
proceso de intercambio. 

La figura 14-47 muestra un modelo simplificado de los 
pasos propuestos que ocurren durante la recombinación en las 
células eucariotas. En este modelo dos DNA dobles que están a 
punto de recombinarse se alinean uno junto al otro como resulta- 
do de algún tipo de búsqueda de homología en el que las moléculas 
homólogas de DNA se relacionan entre sí en preparación para la 
recombinación. Una vez que se alinean, una enzima (Spo11) ge- 
nera una rotura en la cadena doble en una de las dobles hélices de 
DNA (paso 1, fig. 14-47). Luego la brecha se ensancha (reseca) 
como se indica en el paso 2. La resección puede ocurrir mediante 
la acción de exonucleasa 5' > 3' o por un mecanismo alterna- 
tivo. Sin que esto importe, las cadenas rotas tienen colas de una 
sola cadena expuestas, cada una con una terminación 3' OH. 
En el modelo que se muestra en la figura 14-47, una de las he- 
bras de una sola cadena deja su propia molécula de doble hélice 
e invade la molécula de DNA de una cromátide no hermana y 
forma enlaces de hidrógeno con la cadena complementaria en la 
molécula de doble hélice vecina (paso 3). En E. coli este proceso 
en el que una sola cadena invade una molécula doble homólo- 
ga y desplaza la cadena correspondiente en esa cadena doble es 
catalizado por una proteína recombinasa llamada proteína RecA. 
La proteína RecA se polimeriza para formar un filamento que se 
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FIGURA 14-47 Un mecanismo propuesto para la recombinación gené- 
tica iniciada por roturas en la cadena doble. Los pasos se describen en 
el texto. 


une a lo largo del DNA de cadena sencilla y facilita la invasión 
de esa cadena a una doble hélice doble homóloga sin cortes. Las 
células eucariotas tienen homólogos de RecA (p. ej., Rad51) y se 
cree que catalizan la invasión de cadenas. La invasión de cadenas 
impulsa la actividad de reparación del DNA (sección 13.3) que 
llena los huecos, como se muestra en el cuarto paso. 

Como resultado del intercambio recíproco de las cadenas de 
DNA, las dos cadenas dobles establecen enlaces covalentes entre 


sí para formar una molécula conjunta (o heterodoble) que contiene 
un par de entrecruzamientos de DNA, o uniones de Holliday, que 
flanquean la región de intercambio de cadenas (pasos 4 y 5, fig. 
14-47). Estas uniones reciben su nombre de Robin Holliday, el 
investigador que propuso su existencia en 1964. No es necesario 
que este intermediario de la recombinación sea una estructura 
estática porque el punto de unión puede moverse en una u otra 
dirección (fenómeno conocido como migración de rama) median- 
te el rompimiento de los enlaces hidrógeno que sujetan los pares 
originales de cadenas para reformar los enlaces hidrógeno entre 
cadenas de los dobles recién unidos (paso 5). La formación de 
uniones de Holliday y la migración de rama tienen lugar durante 
el paquiteno (fig. 14-42). 

Para resolver las uniones de Holliday, que están interconec- 
tadas y restaurar el DNA a dos cadenas de dobles hélices, debe 
ocurrir otra ronda de corte del DNA. Dos productos alternativos 
pueden generarse según las cadenas particulares de DNA que se 
corten y liguen. En un caso, las dos dobles contienen sólo frag- 
mentos cortos de intercambio genético, lo que representa una 
falta de entrecruzamiento (paso 6, fig. 14-47). En la vía alter- 
nativa de rotura y ligadura, la doble hélice de una molécula de 
DNA se une por enlace covalente con la doble de la molécula 
homóloga, lo que crea un sitio de recombinación genética (es 
decir, un entrecruzamiento) (paso 7). Estudios recientes sugieren 
que la decisión de que una interacción de recombinación resulte 
en un entrecruzamiento o una falta de entrecruzamiento se toma 
antes de la etapa en la que la unión de Holliday doble se re- 
suelva. Los entrecruzamientos, que representan la fusión de un 
cromosoma materno y uno paterno (paso 7), se desarrollan en el 
quiasma necesario para mantener unidos los homólogos durante 


la meiosis I (pág. 594). 


1. Diferencie las funciones generales de la mitosis y la 
meiosis en la vida de una planta o un animal. ¿En 
qué difieren los núcleos que se forman en estos dos 
procesos? 

2. Diferencie los eventos que suceden durante la profase 1 
y la profase II de la meiosis. 

3. Compare el marco temporal de la meiosis en la 
espermatogénesis y en la ovogénesis. 

4. ¿Cuál es la participación de las roturas en la cadena de 
DNA en la recombinación genética? 
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VÍAS EXPERIMENTALES 


Descubrimiento y caracterización 
del factor promotor de la maduración (MPF) 


Conforme un ovocito de anfibio se aproxima al final de la ovogénesis, el 
gran núcleo (llamado vesícula germinal) se mueve hacia la periferia de 
la célula. En los siguientes pasos la envoltura nuclear se desensambla, los 
cromosomas compactados se alinean en la placa de la metafase cerca de 
un extremo (el polo animal) del ovocito y la célula presenta la primera 
división meiótica para producir un ovocito secundario grande y un cuer- 
po polar pequeño. Los procesos de la rotura de la vesícula germinal y la 
primera división meiótica se conocen como maduración y pueden indu- 
cirse en ovocitos crecidos por completo mediante el tratamiento con la 
hormona esteroide progesterona. El primer signo de maduración en el 
ovocito de anfibio tratado con hormona se observa 13 a 18 h después 
del tratamiento, cuando la vesícula germinal se aproxima a la superficie 
del ovocito. Poco después sigue la fractura de la vesícula germinal y éste 
llega a la metafase de la segunda división meiótica unas 36 h después del 
tratamiento hormonal. La progesterona induce la maduración sólo si se 
aplica al medio externo que rodea al mismo; si la hormona se inyecta en 
el ovocito, no se observa respuesta.! Al parecer la hormona actúa en la 
superficie celular para iniciar los cambios secundarios en el citoplasma 
del ovocito que conducen a la rotura de la vesícula germinal y los otros 
cambios vinculados con la maduración. 

Para aprender más acerca de la naturaleza del cambio citoplásmi- 
co que induce el inicio de la maduración Yoshio Masui de la Toronto 
University y Clement Markert de la Yale University iniciaron una serie 
de experimentos en los que retiraron citoplasma de ovocitos aislados 
de rana en varias etapas después del tratamiento con progesterona e 
inyectaron 40 a 60 nanolitros (nl) del citoplasma donador a ovocitos in- 
maduros que habían completado su crecimiento y no se habían tratado 
con la hormona.? Observaron que el citoplasma tomado de los ovocitos 
durante las primeras 12 h después del tratamiento con progesterona 
tenía poco o ningún efecto en los ovocitos receptores. Sin embargo, 
luego de este periodo el citoplasma adquiría la capacidad de inducir 
la maduración del ovocito receptor. El citoplasma del ovocito donador 
alcanzaba su eficacia máxima unas 20 h después del tratamiento con 
progesterona y disminuía a las 40 h (fig. 1). No obstante, el citoplas- 
ma tomado de los embriones tempranos aún mostraba cierta capacidad 
para inducir la maduración del ovocito. Masui y Markert denominaron 
a la(s) sustancia(s) citoplásmica(s) que induce(n) la maduración en los 


ovocitos receptores “factor promotor de la maduración”, que se conoce 
con las siglas MPF. 

Como se asumió que el MPF participaba de manera específica en 
la inducción de la maduración del ovocito, al principio se puso relativa- 
mente poco interés en la sustancia o su posible mecanismo de acción. 
En 1978 William Wasserman y Dennis Smith de la Purdue University 
publicaron un informe respecto al comportamiento del MPF durante el 
desarrollo temprano de los anfibios.* Se asumía que la actividad de MPF 
presente en los embriones tempranos era sólo un residuo de la actividad 
que había tenido en el ovocito. Sin embargo, Wasserman y Smith descu- 
brieron que la actividad del MPF tiene fluctuaciones muy importantes 
en la división de huevos que se relacionan con cambios en el ciclo celular. 
Por ejemplo, se encontró que el citoplasma tomado de huevos de rana en 
división en los 30 a 60 min siguientes a la fertilización contiene poca o 
ninguna actividad detectable de MPF, según se probó con la inyección 
de éste en ovocitos inmaduros (fig. 2). No obstante, la actividad de MPF 
puede demostrarse de nuevo si el citoplasma se toma de un huevo a los 
90 min de la fertilización. La actividad del MPF alcanza su nivel máxi- 
mo a los 120 min después de la fertilización y comienza a declinar otra 
vez a los 150 min (fig. 2). En el momento en que los huevos presentan 
su primera citocinesis a los 180 min, no se detecta actividad en ellos. 
Luego, conforme el segundo ciclo de división se produce, la actividad 
del MPF reaparece una vez más y alcanza su nivel máximo a los 225 
min después de la fertilización para declinar a un nivel muy bajo. Se en- 
contraron resultados similares en los huevos de Xenopus, excepto que las 
fluctuaciones en la actividad del MPF ocurren con más rapidez que 
en la Rana y se correlacionan con el ritmo más rápido de divisiones en 
el embrión joven de Xenopus. Por tanto la actividad del MPF desaparece 
y reaparece en ambas especies de anfibio con una escala temporal que se 
relaciona con la duración del ciclo celular. En ambas especies el pico de 
la actividad del MPF corresponde al tiempo de rotura de la membrana 
nuclear y a la entrada de las células en la mitosis. Estos datos sugirieron 
que el MPF hace más que sólo controlar el momento de la maduración 
del ovocito y que de hecho es probable que desempeñe una función clave 
en la regulación del ciclo celular de las células que se dividen. 

Al mismo tiempo se hizo evidente que la actividad del MPF no se 
limita a los huevos de anfibio y ovocitos, sino que está presente en una 
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FIGURA 1 Cambio de actividad del factor promotor 
de la maduración en el citoplasma del ovocito de 
Rana pipiens durante el transcurso de la maduración 
y el desarrollo temprano. Ordenadas: cociente de 
frecuencia de maduración inducida sobre volumen 
de citoplasma inyectado. A mayor cociente, más efi- 
caz el citoplasma. nl, nanolitros de citoplasma inyec- 
tado. Abscisas: edad de los donantes (horas después 
de la administración de progesterona). (TOMADA DE 
Y. Masur Y C. L. Markerr, J. Exp. Zoor. 177:142, 
1971.) 
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FIGURA 2 Ciclo de la actividad del MPF en huevos fertilizados de R. 
pipiens. Ordenadas: porcentaje de ovocitos receptores que se someten 
a la descomposición de la vesícula germinal como respuesta a 80 nl de 
citoplasma de huevos fertilizados. Abscisas: tiempo después de la fer- 
tilización cuando el citoplasma de huevos de Rana se probó para bus- 
car actividad de MPF. Las flechas indican el tiempo de las divisiones. 
(Tomana DE W. J. Wasserman Y L. D. Smitu, J. CeLL Bior. 78:R17, 
1978; MEDIANTE AUTORIZACIÓN DE DERECHOS RESERVADOS DE LA 
ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 


gran variedad de organismos. Por ejemplo, se encontró que las células 
de mamíferos que crecen en cultivo también poseen actividad de MPF, 
probada por la capacidad de los extractos de células de mamíferos para 
inducir la rotura de la vesícula germinal cuando se inyecta en ovocitos 
de anfibio.* La actividad de MPF en las células de mamíferos fluctúa 
con el ciclo celular, tal como sucede en los huevos de anfibio en proceso 
de división. Los extractos de células HeLa cultivadas preparados con 
células en fase G,_ temprana, en G,_ tardía o en fase S carecen de 
actividad de MPF (fig. 3). El MPF aparece en el periodo G, temprano, 
se eleva de manera notable al final de G, y alcanza su pico máximo en 
la mitosis. 

Otro elemento de la maquinaria que regula el ciclo celular se des- 
cubrió en estudios con embriones de erizo de mar. Los huevos de este 
echinoideo son sujetos favoritos de estudio de la división celular porque 
las divisiones mitóticas después de la fertilización ocurren con rapidez 
y están separadas por intervalos muy predecibles. Si los huevos de erizo 
de mar se fertilizan en agua de mar que contenga un inhibidor de la 
síntesis proteínica, los huevos no inician la primera división mitótica, 
se detienen en una etapa previa a la compactación de cromosomas y 
la rotura de la envoltura nuclear. Asimismo cada una de las divisiones 
mitóticas posteriores puede bloquearse si se agrega un inhibidor de la 
síntesis de proteínas al medio en el momento previo a la división espe- 
rada. Este hallazgo sugirió que una o más proteínas deben sintetizarse 
durante cada uno de los ciclos celulares tempranos para que la división 
mitótica pueda producirse. No obstante, los estudios iniciales respecto 
a la división de huevos de erizo de mar no revelan la aparición de una 
nueva especie de proteínas durante este periodo. 

En 1983, Tim Hunt et al. del Laboratorio de Biología Marina de 
Woods Hole publicaron un documento referente a varias proteínas que 
se sintetizan en huevos fertilizados de erizo de mar, pero no en huevos 
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FIGURA 3 Actividad promotora de maduración de extractos de células 
HeLa durante diferentes etapas del ciclo celular. Como 228 ng de pro- 
teína mitótica indujeron la rotura de la vesícula germinal (GVBD) en 
100% de los casos, la actividad porcentual para otras fases del ciclo celu- 
lar se normalizó según la cantidad de proteína. E, temprana; M, media; 


T, tardía. (Tomana DE P. S. Sunkara, D. A. Wr1icHT Y P. N. Rao, Proc. 
NarTL. Acap. Sci. U.S. A. 76:2801, 1979.) 


sin fertilizar.? Para estudiar mejor estas proteínas, se incubaron huevos 
fertilizados en agua marina que contenía [S] metionina y obtuvieron 
muestras a intervalos de 10 min a partir de los 16 min después de la fer- 
tilización. Se prepararon extractos crudos de proteína con las muestras 
y se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida; las proteínas 
marcadas se localizaron por autorradiografía. Varias bandas prominentes 
se marcaron en el gel de los extractos de huevos fertilizados que no eran 
evidentes en los extractos comparables preparados a partir de huevos 
no fertilizados. Una de las bandas que apareció con una marca intensa 
en las etapas tempranas tras la fertilización desapareció del gel 85 min 
después de la fertilización, lo que sugiere que la proteína se degradó en 
forma selectiva. Esta misma banda reapareció más tarde en una muestra 
tomada a los 127 min después de la fertilización. Las fluctuaciones en la 
cantidad de esta proteína se trazaron en la figura 4 (banda de proteína 
A) junto con el índice de separación, que señala el tiempo de las prime- 
ras dos divisiones celulares. La degradación de la proteína ocurre casi al 
momento en que las células pasan por la primera y segunda divisiones. 
Una proteína similar se encontró en los huevos de la almeja de litoral, 
otro invertebrado cuyos huevos son muy estudiados. Hunt et al. nom- 
braron “ciclina” a esta proteína y señalaron el sorprendente paralelismo 
del comportamiento entre las fluctuaciones en los niveles de ciclinas en 
su investigación y la actividad del MPF en los estudios anteriores. Estu- 
dios ulteriores mostraron que había dos ciclinas distintas, A y B, que se 
degradan en momentos distintos durante el ciclo celular. La ciclina A 
se degrada durante el periodo de 5 a 6 min justo antes de la transición 
metafase-anafase, y la ciclina B se degrada unos cuantos min después de 
esta transición. Tales estudios proporcionaron la primera indicación 
de la importancia de la proteólisis controlada (pág. 566) en la regula- 
ción de una actividad celular importante. 
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FIGURA 4 Correlación del nivel de ciclina con el ciclo de división celular. 
Se fertilizó una suspensión de huevos y después de 6 min se agregó [*S] 
metionina. Se tomaron muestras para análisis mediante electroforesis 
en gel a intervalos de 10 min, a partir de 16 min después de la fertiliza- 
ción. La autorradiografía del gel electroforético se escaneó para marcar 
la densidad y se trazó una gráfica con los datos. La proteína A, que varía 
de acuerdo con el ciclo celular y se llama ciclina, se muestra como círcu- 
los negros. La proteína B (que no debe confundirse con la ciclina B) no 
muestra fluctuación durante el ciclo celular y se graficó como triángu- 
los oscuros. El porcentaje de células que presenta división en cualquier 
periodo determinado se presenta como el índice de división (cuadros 
huecos). (Tomana DE T. Evans ET AL., CELL 33:391, 1983; con AUTO- 
RIZACIÓN DE CELL PRESS.) 


El primer vínculo claro entre la ciclina y el MPF lo demostraron 
Joan Ruderman et al., en el Laboratorio de Biología Marina de Woods 
Hole.* En estos estudios se transcribió in vivo un RNA mensajero que 
codificaba la ciclina A, a partir de un fragmento clonado de DNA que 
contenía toda la secuencia para codificar la ciclina A. La identidad de 
este mRNA se comprobó mediante su traducción in vitro y se observó 
que codifica ciclina A auténtica de almeja. Cuando el mRNA sintéti- 
co de ciclina se inyectó en ovocitos de Xenopus, las células presentaron 
rotura de la vesícula germinal y compactación cromosómica en un in- 
tervalo similar al inducido con el tratamiento con progesterona (fig. 5). 
Dichos resultados sugirieron que el incremento en la ciclina A, que en 
condiciones normales se presenta durante la meiosis y la mitosis, tiene 
una participación directa en la promoción de la entrada a la fase M. La 
cantidad de ciclina A cae con rapidez y debe sintetizarse de nuevo antes 
de la siguiente división, de lo contrario las células no podrían ingresar 
a la fase M. 

Pero, ¿cuál es la relación entre las ciclinas y el MPF? Una de las 
dificultades para responder esta pregunta fue el uso de diferentes or- 
ganismos. El MPF se estudió sobre todo en anfibios y las ciclinas, en 
erizos de mar y almejas. La evidencia indicaba que los ovocitos de rana 
contienen una reserva de moléculas precursoras inactivas de MPF que se 
convierten en MPF activo durante la meiosis I. Por otro lado, la ciclina 
está ausente de los ovocitos de almeja, pero aparece poco después de la 
fertilización. Ruderman consideró la posibilidad de que la ciclina A fuera 
un activador del MPF. Un poco más adelante se regresará a este asunto. 

Mientras tanto se inició otra línea de investigación para purificar 


y caracterizar la sustancia con actividad de MPF. En 1980 Michael Wu 
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FIGURA 5 Cinética de la activación del ovocito de Xenopus con proges- 
terona y mRNA de ciclina A. Se aislaron ovocitos grandes e inmaduros 
de los fragmentos de ovarios y se incubaron con progesterona o se les 
aplicó una microinyección con cantidades variables de mRNA de ciclina 
A. Luego de 3 a 4 h de la inyección, se retiraron los ovocitos con daño 
evidente (dos a cuatro por cada grupo inicial de 20) y se permitió que 
los restantes (que representan 100% del valor) se desarrollaran. La rotura 
de la vesícula germinal (GVBD) y la activación del ovocito se indicaron 
mediante la formación de un punto blanco en la región del polo animal 
y se confirmaron con la disección de los ovocitos. (Tomana DE K. 1. 
Swenson, K. M. FarrELL Y J. V. RuDerMAN, CELL 47:865, 1986; con 
AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 


y John Gerhart de la California University en Berkeley, realizaron una 
purificación de 20 a 30 veces del MPF mediante la precipitación de la 
proteína en sulfato de amonio para someter luego el material disuelto 
otra vez a cromatografía por columnas. Además de estimular la ma- 
duración del ovocito, las inyecciones del MPF parcialmente purificado 
estimularon la incorporación de *2P en las proteínas del ovocito de anfi- 
bio.” Cuando las preparaciones parcialmente purificadas de MPF se in- 
cubaron con [$2P]ATP in vitro, las proteínas presentes en la muestra se 
fosforilaron, lo que sugiere que el MPF induce la maduración mediante 
su acción como proteína cinasa. 

Al final el MPF se purificó en 1988 por medio de una serie de seis 
pasos cromatográficos sucesivos. La actividad de MPF en estas pre- 
paraciones purificadas siempre se relacionó con dos polipéptidos: uno 
con masa molecular de 32 kDa y el otro de 45 kDa. La preparación 
purificada de MPF tenía una intensa actividad de proteína cinasa, como 
se comprobó por la incorporación de radiactividad de [*P]ATP en las 
proteínas. Cuando la preparación purificada se incubó en presencia de 
[*P]ATP, el polipéptido de 45 kDa se marcó. 

Para finales del decenio de 1980 los esfuerzos por descubrir la fun- 
ción de las ciclinas y el MPF comenzaron a fusionarse con otra línea 
de investigación que Paul Nurse et al. de la Oxford University trabaja- 
ban en las levaduras con fisión.? Estaba demostrado que las levaduras 
producían una proteína cinasa con un peso molecular de 34 kDa cuya 
actividad era necesaria para que estas células ingresaran a la fase M (des- 
crito en la pág. 564). La proteína de las levaduras se llamó p34“2 o sólo 
edc2. La primera evidencia de un vínculo entre cdc2 y el MPF se obtuvo 
como resultado de la colaboración entre los grupos de investigación con 
levaduras y con anfibios.'%!* Hay que recordar que ya se mencionó un 
estudio previo en el que se encontró que el MPF contiene una proteína 
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de 32 kDa y otra de 45 kDa. Se demostró que los anticuerpos formados 
contra cdc2 a partir de las levaduras con fisión reaccionan de manera 
específica con el componente de 32 kDa del MPF aislado de los huevos 
de Xenopus. Tales hallazgos indican que este componente del MPF es 
un homólogo de la proteína cinasa de 34 kDa de las levaduras y por 
tanto que la maquinaria que controla el ciclo celular en las levaduras y 
en los vertebrados, contiene componentes que se han conservado en el 
curso de la evolución. 

Un estudio similar que utilizó anticuerpos contra cdc2 de levadu- 
ras mostró que la proteína homóloga en los vertebrados no experimen- 
ta fluctuaciones durante el ciclo. Esto apoya la proposición de que 
la proteína cinasa de 32 kDa de las células de vertebrados depende de 
otra proteína. Se predijo que el modulador es la ciclina, cuya concen- 
tración se eleva durante cada ciclo celular y luego se destruye cuando la 
célula ingresa a la anafase. Esta propuesta se comprobó más tarde en va- 
rios estudios en los que se purificó MPF de anfibios, almejas y estrellas 
de mar, y se analizó su composición polipeptídica. 5 En todos estos 
casos se demostró que el MPF activo presente en las células animales 
en fase M es un complejo formado por dos tipos de subunidades: 1) una 
subunidad de 32 kDa que contiene el sitio con actividad de proteína 
cinasa y es homólogo a la proteína cinasa cdc2 de las levaduras y 2) una 
subunidad más grande (45 kDa) identificada como una ciclina y cuya 
presencia es necesaria para la actividad de proteína cinasa. Los estudios 
descritos en esta Vía experimental proporcionaron una visión unificada 
del ciclo celular en todos los organismos eucariotas. También establecie- 
ron las bases para el análisis de los numerosos factores que controlan la 
actividad del MPF (cdc2) en varios puntos durante los ciclos celulares 
de levaduras y mamíferos, que se convirtieron en el centro de atención 
en los últimos años. Muchos de los hallazgos más importantes de estos 
estudios recientes se describen en la primera sección de este capítulo. 
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SINOPSIS 


Las etapas por las que una célula pasa de una división celular a la 
siguiente constituyen el ciclo celular. El ciclo celular se divide en 
dos fases principales: fase M, que incluye el proceso de mitosis, en el 
que los cromosomas duplicados se separan en dos núcleos, y la citoci- 
nesis, en la que toda la célula se divide en dos células hijas; la segunda 
fase del ciclo celular es la interfase. Por lo general ésta es mucho más 
larga que la fase M y se subdivide en tres fases distintas según el mo- 
mento de la replicación, que se limita a un periodo definido dentro 
del ciclo celular. G, es el periodo que sigue a la mitosis y precede a la 
replicación; S es el periodo durante el que ocurre la síntesis de DNA 
(y la síntesis de histonas), y G, es el periodo siguiente a la replicación 
y previo al inicio de la mitosis. La duración del ciclo celular, y las fases 
que lo constituyen, varían mucho de un tipo celular a otro. Determi- 
nados tipos de células diferenciadas de manera terminal, como las fi- 
bras de músculo esquelético y las células nerviosas de los vertebrados, 


han perdido su capacidad de dividirse (pág. 561). 


Los estudios iniciales mostraron que la entrada de una célula en la 
fase M se inicia por la activación de una proteína cinasa llamada 
MPF (factor promotor de la maduración). El MPF consiste en dos 


subunidades: una subunidad catalítica que transfiere grupos fosfato 
a residuos específicos de serina y treonina de sustratos proteínicos 
específicos, y una subunidad reguladora que consiste en un miem- 
bro de una familia de proteínas denominadas ciclinas. La subuni- 
dad catalítica se llama proteína cinasa dependiente de ciclina (Cdk). 
Cuando la concentración de ciclina es baja, esta enzima carece de la 
subunidad ciclina y permanece inactiva. Cuando la concentración de 
ciclina alcanza el nivel suficiente, la proteína cinasa se activa, lo que 


desencadena el ingreso de la célula a la fase M (pág. 563). 


Las actividades que controlan el ciclo celular se enfocan sobre 
todo en dos puntos: la transición entre G y $, y la transición entre 
G, y el inicio de la mitosis. El paso por cada uno de estos puntos 
requiere la activación transitoria de una Cdk por una ciclina es- 
pecífica. En las levaduras, la misma Cdk se activa tanto en G,-S 
como en G,-M, pero se estimula con diferentes ciclinas. Las con- 
centraciones de las diversas ciclinas aumentan y disminuyen durante 
el ciclo celular como resultado de cambios en la rapidez de síntesis 
y destrucción de las moléculas proteínicas. Además de la regulación 
con las ciclinas, la actividad de la Cdk también se controla por el es- 


tado de fosforilación de la subunidad catalítica, que en las levaduras 
está controlado a su vez por al menos dos cinasas (CAK y Weel) y 
una fosfatasa (Cdc25). En las células de mamíferos hay por lo menos 
ocho ciclinas distintas y media docena de Cdk diferentes que parti- 
cipan en la regulación del ciclo celular (pág. 564). 


La célula posee controles de retroalimentación que vigilan el 
estado de los fenómenos del ciclo celular, como la replicación y 
la compactación de cromosomas, y determinan si el ciclo celular 
continúa o no. Si una célula se somete a tratamientos que dañan 
el DNA, el avance del ciclo celular se retrasa hasta que el daño se 
repara. El paro de la célula en uno de los puntos de comprobación 
del ciclo celular se efectúa por la acción de inhibidores cuya sínte- 
sis es estimulada por sucesos como el daño del DNA. Una vez que 
la célula ha sido estimulada por agentes externos para pasar por el 
punto de comprobación G,-S e iniciar la replicación, la célula por lo 
general continúa a través del resto de la mitosis sin mayor estimula- 
ción externa (pág. 567). 


La mitosis asegura que los dos núcleos hijos reciban un comple- 
mento íntegro y equivalente de material genético. La mitosis se 
divide en profase, prometafase, metafase, anafase y telofase. La 
profase se caracteriza por la preparación de los cromosomas para 
la separación y el ensamble de la maquinaria necesaria para el 
movimiento de los cromosomas. Los cromosomas mitóticos son 
estructuras cilíndricas muy compactadas. Puede verse cómo cada 
cromosoma mitótico se divide en sentido longitudinal en dos cro- 
mátides, que son duplicadas, y se forman mediante la replicación 
durante la fase S previa. El estrechamiento principal del cromoso- 
ma mitótico marca el centrómero, que aloja una estructura plana, 
el cinetocoro, al cual se unen los microtúbulos del huso. Durante la 
formación del huso, los centrosomas se alejan entre sí hacia los polos. 
Mientras esto ocurre los microtúbulos que se extienden entre ellos 
aumentan en número y longitud. Por último los dos centrosomas 
llegan a puntos opuestos en la célula y los dos polos se establecen. 
Varios tipos de células, entre ellas las vegetales, ensamblan un huso 
mitótico en ausencia de centrosomas. El final de la profase está mar- 
cado por la rotura de la envoltura nuclear (pág. 569). 


Durante la prometafase y la metafase, los cromosomas individua- 
les se unen primero con los microtúbulos del huso que surgen de 
ambos polos y luego se mueven hacia un plano en el centro del 
huso. Al principio de la prometafase, los microtúbulos del huso en 
formación penetran en la región donde estuvo el núcleo y establecen 
uniones con los cinetocoros de los cromosomas condensados. Poco 
después los cinetocoros forman relaciones estables con los extremos 
(+) de los microtúbulos cromosómicos en ambos polos del huso. Al 
final cada cromosoma se pone en posición en el plano al centro del 
huso, un proceso que se acompaña de acortamiento de algunos mi- 
crotúbulos por la pérdida de subunidades de tubulina y la elongación 
de otros a causa de la adición de subunidades. Una vez que los cro- 
mosomas se alinean de manera estable, la célula llegó a la metafase. 
El huso mitótico de una célula animal típica en metafase consiste en 
microtúbulos astrales, que irradian a partir del centrosoma; microtú- 
bulos cromosómicos, que se unen con los cinetocoros, y microtúbu- 
los polares que se extienden desde el centrosoma hasta más allá 
de los cromosomas y forman una canasta estructural que mantiene 
la integridad del huso. Los microtúbulos del huso de la metafase 
tienen una actividad dinámica, como lo demuestra el movimiento 
dirigido de las subunidades con marca fluorescente (pág. 576). 


Durante la anafase y la telofase, las cromátides hermanas se se- 
paran una de la otra para dirigirse a regiones distintas de la célula 
en división; los cromosomas regresan a su condición de interfase. 
La anafase comienza cuando las cromátides hermanas se separan, 
esta separación es provocada por un proceso que es activado por la 
ubiquitinación y destrucción de la cohesina la cual es un comple- 
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jo proteínico que mantiene unidas a las cromátides hermanas. Los 
cromosomas separados se mueven luego hacia sus polos respectivos 
y al mismo tiempo se observa acortamiento de los microtúbulos cro- 
mosómicos unidos, lo que se debe a la pérdida neta de subunidades 
tanto en los polos como en el cinetocoro. El movimiento de los cro- 
mosomas, que se denomina anafase A, suele acompañarse del alarga- 
miento del huso mitótico y luego la separación de los polos, a lo que 
se da el nombre de anafase B. La telofase se caracteriza por el resta- 
blecimiento de la envoltura nuclear, la dispersión de los cromosomas 
y la reformación de las redes citoplásmicas membranosas (pág. 579). 


La citocinesis, que es la división del citoplasma en dos células hijas, 
ocurre por constricción en las células animales y por construcción 
en las células vegetales. Las células animales se constriñen en dos 
mediante una indentación o surco que se forma en la superficie de la 
célula y luego se profundiza. El surco creciente contiene una banda de 
filamentos de actina que al parecer se deslizan uno sobre otro impulsa- 
dos por pequeños filamentos de miosina II que generan la fuerza nece- 
saria. Se piensa que el sitio de la citocinesis se selecciona por una señal 
que se difunde a partir del huso mitótico. Las células vegetales realizan 
la citocinesis mediante la construcción de una membrana celular y una 
pared celular en un plano que se encuentra entre los dos polos. El 
primer signo de la formación de la placa celular es la aparición de 
grupos de microtúbulos que se entrelazan y de material electrodenso 
intercalado. Después vesículas pequeñas se desplazan a la región y se 
alinean en un plano. Las vesículas se fusionan entre sí para formar una 
red membranosa que se transforma en una placa celular (pág. 585). 


La meiosis es un proceso que incluye dos divisiones nucleares en 
secuencia, con lo que se obtienen núcleos hijos haploides que con- 
tienen sólo un miembro de cada par de cromosomas homólogos, 
por lo que el número de cromosomas se reduce ala mitad. La meio- 
sis puede ocurrir en distintas etapas del ciclo vital, según el tipo de or- 
ganismo. Un proceso elaborado de apareamiento de cromosomas que 
no tiene contraparte en la mitosis ocurre durante la profase I para ase- 
gurar que cada núcleo hijo tenga sólo un conjunto de homólogos. El 
apareamiento de los cromosomas se acompaña de la formación de una 
estructura proteinácea similar a una escalera que se denomina com- 
plejo sinaptonémico (SC). La cromatina de cada homólogo establece 
una relación íntima con una de las barras laterales del SC. Durante 
la profase I los cromosomas homólogos participan en la recombina- 
ción genética que produce cromosomas con nuevas combinaciones 
de alelos maternos y paternos. Tras la recombinación, los homólogos 
permanecen unidos entre sí en puntos específicos llamados quiasmas, 
que representan sitios de recombinación. Los homólogos apareados 
(llamados bivalentes o tétradas) se orientan en la placa de la metafase 
de manera que ambas cromátides de un cromosoma se dirigen hacia 
el mismo polo. Durante la anafase I los cromosomas homólogos se 
separan uno del otro, y los cromosomas maternos y paternos de cada 
tétrada se separan en forma independiente. Las células, que ahora tie- 
nen un contenido cromosómico haploide, continúan hacia la segunda 
división meiótica, durante la cual las cromátides hermanas de cada 
cromosoma se separan en los distintos núcleos hijos (pág. 590). 


La recombinación genética durante la meiosis es resultado de la 
rotura y la reunión de cadenas de DNA de diferentes homólogos 
de una tétrada. Durante la recombinación las regiones homólogas 
de diferentes cadenas de DNA se intercambian sin adición o pér- 
dida de un solo par de bases. En un paso inicial, dos dobles hélices 
se alinean una junto a la otra. Una vez alineadas, se producen las 
roturas en ambas cadenas de una de las dobles hélices. En los pasos 
siguientes la cadena de DNA de una doble hélice invade la otra 
doble hélice, con lo que se forma una estructura interconectada. Los 
pasos siguientes pueden incluir la actividad de nucleasas y polime- 
rasas para crear y llenar todos los huecos en las cadenas, de manera 


similar a la reparación del DNA (pág. 597). 
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PREGUNTAS ANALÍTICAS 


1. 


10. 


¿De qué manera la división celular constituye un vínculo entre 
os humanos y las células eucariotas más primitivas? 
los hi 1 lul t tivas? 


¿Qué tipo de fenómenos sintéticos se esperaría que ocurriera 
en G, que no ocurren en G,? 


Supóngase que se marca una población de células que crecen en 
forma asincrónica con [*H]timidina. G, dura 6 h, S dura 6 h, 
G, dura 5 h y M 1 h. ¿Qué porcentaje de células estaría marca- 
do después de un pulso de 15 min? ¿Qué porcentaje de células 
mitóticas estaría marcado después de un pulso así? ¿Cuánto 
tiempo tendrían que vigilarse estas células antes de ver algún 
cromosoma mitótico marcado? ¿Qué porcentaje de las células 
tendrían cromosomas mitóticos marcados si las células se si- 
guieran durante 18 h? 


Supóngase que se toma un cultivo de las mismas células usadas 
en la pregunta previa, pero en lugar de marcarlas con [*H]ti- 
midina en pulsos, se marcan de manera continua durante 20 h. 
Trace una gráfica que muestre la cantidad de DNA radiactivo 
que se encontraría en el cultivo en el periodo de 20 h. ¿Cuál 
sería el tiempo mínimo necesario para asegurar que todas las 
células tengan alguna marca incorporada en este experimento? 
¿Cómo podría conocerse la duración del ciclo celular en este 
cultivo sin usar la marca radiactiva? 


La fusión de células en G, con células en la fase S produce 
resultados diferentes a la fusión de una célula en fase G, con 
una en fase S. ¿Cuál se esperaría que fuera la diferencia y cómo 
puede explicarse? (Pista: obsérvese la fig. 13-20, en la que se 
muestra que la iniciación de la replicación requiere la forma- 
ción de un complejo previo a la replicación, que sólo puede 
formarse en G,.) 


La figura 14-6 muestra el efecto de las mutaciones que tienen 
los genes que codifican Weel y Cdc25 en el ciclo celular. La ci- 
nasa CAK se identificó por medios bioquímicos y no genéticos 
(o sea, por aislamiento de células mutantes). ¿Qué fenotipo se 
esperaría en una célula de levadura portadora de una mutación 
en CAK sensible a la temperatura después de elevar la tempe- 
ratura del medio de cultivo en la etapa inicial de G?, ¿y en la 
parte tardía de G,? ¿Por qué sería diferente según la etapa en la 
que la temperatura se elevara? 


Mencione cuatro mecanismos distintos por los que una Cdk 
puede desactivarse. 


Un sincitio es una “célula” que contiene más de un núcleo; los 
ejemplos incluyen la fibra muscular esquelética y una blástula 
del embrión de mosca. Estos dos tipos de sincitio se originan 
de maneras muy distintas. ¿Cuáles son los mecanismos que po- 
drían conducir a la formación de tales sincitios? ¿Qué dice esto 
respecto a la relación entre la mitosis y la citocinesis? 


¿Cómo podría averiguarse de manera experimental si los mi- 
crotúbulos polares se encuentran en un estado de flujo dinámi- 
co durante la anafase? Al conocer los fenómenos que ocurren 
durante esta etapa, ¿qué se esperaría encontrar? 


Si se agregara [*H]timidina a una célula que está en replicación 
(fase S) antes de iniciar la meiosis, ¿qué porcentaje de los cro- 
mosomas de los gametos producidos estaría marcado? Si uno 
de estos gametos (un espermatozoide) fertilizara un huevo no 
marcado, ¿qué porcentaje de los cromosomas de la etapa de dos 
células estaría marcado? 


11: 


12. 


13. 
14. 


15. 


16. 


17. 


18. 


19. 


20. 


Si el número haploide de cromosomas en humanos es 23 y la 
cantidad de DNA nuclear en un espermatozoide es 1C, ¿cuán- 
tos cromosomas tiene una célula humana en las siguientes eta- 
pas: metafase de la mitosis, profase I de la meiosis, anafase I 
de la meiosis, profase II de la meiosis, anafase II de la meiosis? 
¿Cuántas cromátides tiene la célula en cada una de estas etapas? 
¿Cuánto DNA (en términos de números de C) tiene la célula 
en cada una de estas etapas? 


Trazar una gráfica de la cantidad de DNA en el núcleo de una 
espermatogonia desde la etapa G, antes de la primera división 
meiótica hasta que la meiosis se completa. Marcar en la grá- 
fica cada una de las etapas principales del ciclo celular y de la 
meiosis. 


¿Cuántos centriolos tiene una célula en la metafase de la mitosis? 


Supóngase que se informa que la mayor parte de los casos de 
trisomía se debe al envejecimiento del huevo en el oviducto 
mientras espera la fertilización, ¿qué tipo de evidencia podría 
obtenerse del examen de fetos abortados en forma espontánea 
que confirmaran esta sugerencia? ¿Cómo se ajustaría esto a los 
datos ya obtenidos? 


Supóngase que se incuba una célula meiótica en [*H]timidi- 
na entre las etapas leptoteno y cigoteno, luego se fija la célu- 
la durante el paquiteno y se prepara una autorradiografía. Se 
encuentra que los quiasmas son sitios con concentración de 
granos de plata. ¿Qué dice respecto al mecanismo de recombi- 
nación? 

¿Qué tipo de fenotipo se esperaría de una célula cuyo polipép- 
tido Cdc20 tiene una mutación, de tal forma que: 1) es incapaz 
de unirse con Mad2, o 2) es incapaz de unirse con las otras 
subunidades del APC, o 3) no se separó del APC al final de la 


anafase? 


Asúmase por un momento que el entrecruzamiento no ocurre. 
¿Habría acuerdo en que se recibió la mitad de los cromosomas 
de cada uno de los padres? ¿Habría acuerdo en que se reci- 
bió un cuarto de los cromosomas de cada uno de los abuelos? 
¿Cambiarían las respuestas a estas preguntas si se considerara 
que hubo entrecruzamiento? 


Los fetos cuyas células son triploides (es decir, contienen tres 
juegos completos de cromosomas) se desarrollan a término y 
mueren en la lactancia, mientras que los fetos con trisomías 
cromosómicas individuales suelen correr peor suerte. ¿Cómo se 
explica esta observación? 


¿Qué tipo de fenotipo se esperaría de una célula de levadura 
con fisión cuya subunidad Cdk careciera de cada uno de los 
residuos siguientes como resultado de una mutación: Tir 15, 


Thr 161? 


En la página 574 se explicó que la duplicación del centrosoma 
y la síntesis de DNA se inician por efecto de la ciclina E- 
Cdk2, que se activa al final de G,. Un estudio reciente encon- 
tró que la ciclina E-Cdk2 se activa en una etapa más temprana, 
como al principio de G,, que la duplicación del centrosoma 
comienza en ese punto del ciclo celular, pero que la replicación 
del DNA no se inicia sino hasta la fase S. Elabórese una hi- 
pótesis para explicar porqué la síntesis de DNA no comienza 
también. Puede regresarse a la figura 13-20 para obtener más 
información. 


Señalización celular y transducción 
de señales: comunicación 
entre las células 


15.1 


15.2 


15.3 


15.4 


15.5 


15.6 


15.7 


15.8 


Los elementos básicos de los 
sistemas de señalización celular 


Estudio de los mensajeros 
extracelulares y sus receptores 


Receptores unidos con proteína G y 
sus segundos mensajeros 


Fosforilación de proteína tirosina 
como mecanismo para la 
transducción de señal 


Función del calcio como mensajero 
intracelular 


Convergencia, divergencia y 
comunicación cruzada entre 
diferentes vías de señalización 


Función del óxido nítrico como 
mensajero intercelular 


Apoptosis (muerte celular 
programada) 


Perspectiva humana: 


Trastornos relacionados con los 
receptores unidos con proteína G 


1 poeta inglés John Donne expresó su creencia en la interdependencia de 

los seres humanos con la frase “Ningún hombre es una isla”. Lo mismo 

puede decirse de las células que forman un organismo multicelular com- 
plejo. La mayor parte de las células de una planta o un animal se especializa en una o 
más funciones específicas. Muchos procesos biológicos exigen que varias células traba- 
jen juntas y coordinen sus actividades. Para que esto sea posible, las células tienen que 
comunicarse entre sí, lo cual se logra mediante un proceso llamado señalización celu- 
lar. La señalización celular hace posible que las células respondan en forma apropiada 
a estímulos ambientales específicos. 


Estructura cristalográfica tridimensional por rayos X de un receptor adrenérgico B, (BAR), que es 
un miembro representativo de la superfamilia del receptor acoplado con proteína G (GPCR). 

Estas proteínas integrales de la membrana se caracterizan por contener siete hélices transmembrana. 
Como grupo, estas proteínas se unen con una sorprendente cantidad de mensajeros biológicos, lo que 
constituye el primer paso para generar muchas de las respuestas más básicas del cuerpo. El B,-AR 

es un residente de la membrana plasmática de diversas células, donde normalmente se une con el 
ligando adrenalina y media respuestas tales como el aumento de la frecuencia cardiaca y la relaja- 
ción de las células de músculo liso. Los receptores adrenérgicos B son los blancos de muchos fármacos 
importantes, incluidos los bloqueadores P, que se prescriben a menudo para el tratamiento de la 
hipertensión arterial y las arritmias. Ha sido muy difícil cristalizar los GPCR, por lo que no se 
conocen las estructuras de alta resolución de estas importantes proteínas. Esta situación está en proceso 
de cambio por los avances recientes en la tecnología de cristalización y se espera que estas estructuras 
nuevas de alta resolución conduzcan al desarrollo de nuevas clases de fármacos diseñados por estruc- 
tura. La imagen que se muestra presenta dos B,AR que se cristalizaron en presencia de colesterol 

y ácido palmítico (amarillo), y un ligando de unión con el receptor (verde). (Tomana DE Vanim 
CHEREZOV ET AL., POR CORTESÍA DE RAYMOND C. STEVENS, SCIENCE, 318:1258, 2007; 

© COPYRIGHT 2007, AMERICAN ASSOCIATION FOR THE ADVANCEMENT OF SCIENCE.) 
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La señalización celular afecta todos los aspectos de la es- 
tructura y función celulares, una de las principales razones para 
que este capítulo se incluya casi al final del libro. Por un lado, 
para poder comprender una señal celular es necesario conocer 
otros tipos de actividad celular. Por otro lado, la descripción de 
la señalización celular puede reunir varios procesos celulares que 
parecerían independientes. La señalización celular también está 
muy relacionada con la regulación del crecimiento y la división 
celular. Esto hace que el estudio de la señalización celular sea 
crucial para comprender de qué manera una célula puede perder 
la capacidad de controlar la división celular y convertirse en un 
tumor maligno. E 


15.1 LOS ELEMENTOS BÁSICOS 
DE LOS SISTEMAS DE SEÑALIZACIÓN CELULAR 


Tal vez sea útil comenzar el análisis de este tema tan comple- 
jo, con la descripción de algunas de las características generales 
que comparten la mayor parte de las vías de señalización. Por 
lo general, las células se comunican entre sí mediante molécu- 
las mensajeras extracelulares. Los mensajeros extracelulares 
pueden viajar una distancia corta y estimular células en estrecha 
proximidad con el origen del mensaje, o viajar por todo el cuer- 
po y potencialmente estimular células muy alejadas de la fuente. 
En el caso de la señalización autocrina, la célula que produce el 
mensajero expresa receptores en su superficie los cuales pueden 
responder a ese mensaje (fig. 15-14). En consecuencia, las células 
que liberan el mensaje se estimularán (o inhibirán) a sí mismas. 
Durante la estimulación paracrina (fig. 15-10), las moléculas 
mensajeras viajan sólo distancias cortas por el espacio extra- 
celular hasta células en estrecha proximidad con la célula que 
genera el mensaje. Las moléculas mensajeras paracrinas suelen 
estar limitadas en su capacidad de viajar por el cuerpo porque son 
inherentemente inestables, o son degradadas por enzimas, o se 
unen a la matriz extracelular. Finalmente, durante la señalización 
endocrina, las moléculas mensajeras llegan a sus células blanco 
a través del torrente sanguíneo (fig. 15-1c). Los mensajeros en- 
docrinos también se llaman hormonas, y suelen actuar en células 
blanco localizadas en sitios distantes del cuerpo. 

En la figura 15-2 se presenta un panorama general de las 
vías de señalización celular. La señalización celular se inicia con 
la liberación de una molécula mensajera por una célula que envía 


mensajes a otras células del cuerpo (paso 1, fig. 15-2). Las célu- 
las sólo pueden responder a un mensaje extracelular si expresan 
receptores que reconozcan y se unan de modo específico a la 
molécula mensajera particular (paso 2). En la mayor parte de 
los casos, la molécula mensajera (o ligando) se une con un re- 
ceptor en la superficie extracelular. Esta interacción determina 
que una señal se releve a través de la membrana hasta el domi- 
nio citoplásmico del receptor (paso 3). Una vez que ha llegado 
a la superficie interna de la membrana plasmática, hay dos vías 
principales por las cuales se transmite la señal al interior de la 
célula, donde induce la respuesta adecuada. La vía particular que 
tome depende del tipo de receptor que se active. La explicación 
siguiente se enfoca en estas dos vías principales de transducción 
de señal, pero hay que tener presente que hay otras formas en las 
que las señales extracelulares pueden tener un efecto en la célula. 
Por ejemplo, en la página 164 se explicó cómo actúan los neu- 
rotransmisores mediante la abertura de los conductos (canales) 
iónicos de la membrana plasmática y en la página 519 cómo las 
hormonas esteroideas se unen con receptores intracelulares. En 
las dos vías principales explicadas en este capítulo: 


m Un tipo de receptor (sección 15.3) transmite una señal del 
dominio citoplásmico a una enzima cercana (paso 4), la cual 
genera un segundo mensajero (paso 5). Como esto induce 
(efectúa) una reacción celular mediante la generación de un 
segundo mensajero, la enzima se conoce como efector. Los 
segundos mensajeros son sustancias pequeñas que casi siem- 
pre activan (o desactivan) proteínas específicas. Según sea su 
estructura química, un segundo mensajero puede difundirse 
por el citosol o permanecer incrustado en la bicapa lipídica de 
la membrana. 

E Otro tipo de receptor (sección 15.4) transmite una señal me- 
diante la transformación de su dominio citoplásmico en una 
estación de reclutamiento para las proteínas de señalización 
celular (paso 4a). Las proteínas interactúan entre sí o con 
componentes de una membrana celular mediante tipos es- 
pecíficos de dominios de interacción, como el dominio SH3 
descrito en la página 60. 


Ya sea que la señal se transmita por un segundo mensajero o 
por el reclutamiento de proteínas, el resultado es similar: se acti- 
va una proteína que se coloca en la parte superior de una vía de 
señalización (paso 6, fig. 15-2). Las vías de señalización son las 
superautopistas de información de la célula. Cada vía consiste en 
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FIGURA 15-1 Tipos de señalización intercelular autocrina (a), paracrina (6) y endocrina (0). 
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FIGURA 15-2 Revisión de las vías de señalización por las cuales las mo- 
léculas mensajeras extracelulares pueden inducir reacciones intracelu- 
lares. Se muestran dos tipos diferentes de vías de transducción de señal, 
una en la que se activa la vía de señalización mediante un segundo mensa- 
jero con capacidad de difusión y otra vía que se activa mediante el recluta- 
miento de proteínas a la membrana plasmática. La mayor parte de las vías 
de transducción de señales implican una combinación de estos mecanis- 
mos. También hay que señalar que las vías de señalización no siempre son 
trayectos lineales como los que se muestran aquí, sino que se ramifican y 
conectan para formar una compleja red. Los pasos se describen en el texto. 


una serie de proteínas distintas que operan en secuencia (paso 7). 
Cada proteína de la vía casi siempre actúa mediante un cambio 
en la conformación de la proteína siguiente (o en dirección 3' 
[corriente abajo]) de la serie, un fenómeno que activa o inhibe a 
esa proteína (fig. 15-3). Después de leer otros temas de biología 
celular, no debe resultar sorprendente que los cambios en la con- 
formación de las proteínas de señalización se efectúen a menudo 
por acción de proteínas cinasas y proteínas fosfatasas que agre- 
gan o retiran, respectivamente, grupos fosfatos de otras proteínas 
(fig. 15-3). El genoma humano codifica más de 500 proteínas 
cinasas diferentes y más de 150 proteínas fosfatasas distintas. La 
mayor parte de las proteínas cinasas transfieren grupos fosfato a 
residuos de serina o treonina de sus sustratos proteínicos, pero 
un grupo importante de cinasas fosforila residuos de tirosina. Al- 
gunas cinasas y fosfatasas son proteínas citoplásmicas solubles; 
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FIGURA 15-3 Vía de transducción de señal consistente en proteínas ci- 
nasas y proteínas fosfatasas cuyas acciones catalíticas cambian las con- 
formaciones, y por tanto las actividades de las proteínas que modifican. 
En el ejemplo mostrado aquí, la proteína cinasa 2 se activa por acción de la 
proteína cinasa 1. Una vez activada, la proteína cinasa 2 fosforila la proteína 
cinasa 3, activando la enzima. Después, la proteína cinasa 3 fosforila a un 
factor de transcripción, lo que aumenta su afinidad por un sitio en el DNA. 
La unión de un factor de transcripción con el DNA afecta la transcripción 
del gen en cuestión. Cada uno de estos pasos de activación de la vía se 
revierte con una fosfatasa. Cada uno de estos pasos de activación en la vía 
se invierte por una fosfatasa. Mientras que las proteína cinasas casi siempre 
trabajan como una sola subunidad, muchas proteínas fosfatasas contienen 
una subunidad clave reguladora que ayuda a determinar la especificidad 
del sustrato. 


otras son proteínas integrales de membrana. Resulta notable que, 
aunque miles de proteínas de una célula contienen residuos de 
aminoácidos con la capacidad de fosforilarse, cada proteína cina- 
sa o proteína fosfatasa es capaz de reconocer sólo sus sustratos 
específicos e ignorar todos los demás. Algunas cinasas y fosfata- 
sas tienen muchos sustratos proteínicos, mientras que otras fos- 
forilan o desfosforilan sólo un residuo de aminoácido de un solo 
sustrato proteínico. Muchos de los sustratos proteínicos de estas 
enzimas también son enzimas, casi siempre otras cinasas y fosfa- 
tasas, aunque los sustratos también incluyen conductos iónicos, 
factores de transcripción y varios tipos de proteínas reguladoras. 
Se cree que cuando menos 50% de las proteínas de una célula 
se somete a fosforilación en uno o más sitios. La fosforilación 
proteínica puede cambiar el funcionamiento de las proteínas de 
varias formas. La fosforilación puede activar o desactivar una 
enzima, aumentar o disminuir las interacciones entre proteínas, 
hacer que una proteína se mueva de un compartimiento intrace- 
lular a otro o actuar como señal que inicie la degradación de pro- 
teínas. Se han usado estrategias proteómicas a gran escala (pág. 
68) para identificar los sustratos potenciales de varias proteínas 
cinasas. El principal desafío es comprender las funciones de estas 
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diversas modificaciones postraduccionales en las actividades de 
diferentes tipos celulares. 

Al final, las señales transmitidas por estas vías de señaliza- 
ción llegan a las proteínas blanco (paso 8, fig. 15-2) que intervie- 
nen en procesos celulares básicos (paso 9). De acuerdo con el 
tipo de célula y de mensaje, la respuesta iniciada por la proteína 
blanco puede precipitar un cambio en la expresión génica, una 
alteración en la actividad de las enzimas metabólicas, una nue- 
va configuración del citoesqueleto, un aumento o descenso de la 
movilidad celular, un cambio de la permeabilidad iónica, activa- 
ción de la síntesis del DNA (ácido desoxirribonucleico) e incluso 
la muerte de la célula. Virtualmente todas las actividades que 
realiza la célula están reguladas por señales que se originan en la 
superficie celular. Este proceso general, en el que la información 
propagada por moléculas mensajeras extracelulares se traduce 
en cambios que ocurren dentro de una célula, se conoce como 
transducción de señal. 

Por último, la señalización debe terminarse. Esto es impor- 
tante porque las células deben responder a nuevos mensajes. El 
primer paso consiste en eliminar la molécula mensajera extrace- 
lular. Para hacerlo, ciertas células producen enzimas extracelula- 
res que destruyen mensajeros extracelulares específicos. En otros 
casos, los receptores activados se interiorizan (pág. 612). Una vez 
dentro de la célula, el receptor puede degradarse junto con su 
ligando, lo cual atenúa la sensibilidad de la célula a los estímulos 
posteriores. Una alternativa es que el receptor y el ligando se 
separen dentro de un endosoma, después de lo cual el ligando 
se degrada y el receptor regresa a la superficie celular. 


REVISIÓN 


1. ¿Qué significa el término “transducción de señal”, 
¿cuáles son algunos de los pasos por los cuales puede 
ocurrir la transducción de la señal? 

2. ¿Qué es un segundo mensajero?, ¿por qué supone, que 
se llama así? 


15.2 ESTUDIO DE LOS MENSAJEROS 
EXTRACELULARES Y RECEPTORE 


Hay muchas moléculas que pueden funcionar como portadoras 
extracelulares de información. Entre ellas se incluyen: 


m Aminoácidos y derivados de aminoácidos. Los ejemplos in- 
cluyen glutamato, glicina, acetilcolina, adrenalina, dopamina 
y hormona tiroidea. Estas moléculas actúan como neuro- 
transmisores y hormonas. 


m Gases, como NO y CO. 


m Los esteroides, que se derivan del colesterol. Las hormonas 
esteroideas regulan la diferenciación sexual, el embarazo, el 
metabolismo de los carbohidratos y la excreción de ¡ones so- 
dio y potasio. 


m Eicosanoides, son moléculas no polares que contienen 20 
carbonos derivados de un ácido graso llamado ácido araqui- 
dónico. Los eicosanoides regulan diversos procesos, como el 
dolor, la inflamación, la presión sanguínea y la coagulación de 


la sangre. Existen varios fármacos que están disponibles sin 
prescripción médica y son empleados para tratar cefaleas e 
inflamación, estos inhiben la síntesis de los eicosanoides. 


m Una gran variedad de polipéptidos y proteínas. Algunos de 
éstos se encuentran como proteínas transmembrana en la su- 
perficie de una célula que interactúa (pág. 247). Otros son 
parte de la matriz extracelular o se relacionan con ella. Por 
último, una gran cantidad de proteínas se excreta hacia el am- 
biente extracelular, donde participa en la regulación de pro- 
cesos como la división celular, la diferenciación, la reacción 
inmunitaria o la muerte y supervivencia de las células. 


Las moléculas de señalización extracelular por lo común se re- 
conocen, aunque no siempre, por receptores específicos que se 
hallan en la superficie de la célula que responde. Como se ilustra 
en la figura 15-2, los receptores se unen con gran afinidad con 
sus moléculas de señalización y traducen esta interacción en la 
superficie externa de la célula en cambios que ocurren dentro de 
ella. A continuación se describen los receptores que evoluciona- 
ron para mediar la transducción de las señales. 


m Los receptores unidos con proteína G (GPCR, G-protein 
coupled receptors) son una enorme familia de receptores que 
contienen siete hélices a transmembrana. Estos receptores 
traducen la unión de moléculas extracelulares de señalización 
en la activación de proteínas de unión con GTP (trifosfato de 
guanosina). Las proteínas de unión con GTP (o proteínas 
G) se describen en relación con el desprendimiento y fusión 
de vesículas en el capítulo 8, la dinámica de los microtúbulos 
en el capítulo 9, la síntesis de proteína en los capítulos 8 y 11 
y el transporte entre el núcleo y el citoplasma en el capítulo 
12. En este capítulo se explora su función en la transmisión 
de mensajes a lo largo de “circuitos de información celular”. 


E La proteína tirosina cinasa receptora (RTK) representan una 
segunda clase de receptores que evolucionaron para traducir la 
presencia de moléculas mensajeras extracelulares en cambios 
dentro de la célula. La unión de un ligando extracelular es- 
pecífico con una RT'K casi siempre resulta en la dimerización 
del receptor, seguida de la activación del dominio proteína 
cinasa del receptor, el cual se vincula con su región citoplás- 
mica. Cuando se activan, estas enzimas fosforilan sustratos 
proteínicos citoplásmicos, lo que altera su actividad, localiza- 
ción o capacidad para interactuar con otras proteínas dentro 
de la célula. 


m Los conductos activados por un ligando representan la ter- 
cera clase de receptores en la superficie celular que se unen 
con ligandos extracelulares. La unión con el ligando regula 
de manera directa la capacidad de estas proteínas para con- 
ducir un flujo de iones a través de la membrana plasmática. 
Un flujo iónico a través de la membrana puede precipitar un 
cambio temporal en el potencial de membrana, lo cual afecta 
la actividad de otras proteínas de membrana, por ejemplo, los 
conductos activados por voltaje. Esta secuencia de fenóme- 
nos es la base para la formación de un impulso nervioso (pág. 
162). Además, la entrada de ciertos iones, como Ca?*, puede 
cambiar la actividad de enzimas citoplásmicas particulares. 
Como se explica en la sección 4.8, los conductos activados 
por un ligando funcionan como receptores para los neuro- 
transmisores. 
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m Los receptores para hormonas esteroideas funcionan como 
factores de transcripción regulados por un ligando. Las hor- 
monas esteroideas se difunden a través de la membrana plas- 
mática y se unen con sus receptores, que se encuentran en el 
citoplasma. La unión con la hormona induce un cambio en la 
conformación, esto provoca que el complejo hormona-recep- 
tor se mueva hacia el núcleo y se una con elementos presentes 
en los promotores o intensificadores de los genes de respuesta 
hormonal (fig. 12-43). Esta interacción da origen a un au- 
mento o descenso del ritmo de transcripción de los genes. 


m Por último, hay varios tipos de receptores que actúan por 
mecanismos únicos. Algunos de estos receptores, como los 
receptores de las células B y T que participan en la reacción 
a los antígenos extraños, se relacionan con moléculas de se- 
ñalización conocidas como cinasas citoplásmicas de proteína 


tirosina. Este capítulo se concentrará en los GPCR y RTK. 


Ligando 
Receptor j NH2 


Segundos mensajeros 
intracelulares 


(a) Proteína G 


FIGURA 15-4 La maquinaria unida a la membrana para la transducción 
de señales mediante un receptor con siete hélices transmembrana y 
una proteína G heterotrimérica. (a) Los receptores de este tipo, in- 
cluidos los que se unen con la adrenalina y el glucagon, contienen siete 
hélices que cruzan la membrana. Cuando se unen con su ligando, el re- 
ceptor interactúa con una proteína G trimérica, la cual activa un efector, 
como la adenilil ciclasa. Como se indica en la figura, las subunidades ar 
y y de la proteína G están unidas con la membrana mediante grupos 
de lípidos que se incrustan en la bicapa lipídica. (Vota: muchos GPCR 
pueden activarse como complejos de dos o más moléculas receptoras.) (0) 
Un modelo que muestra la activación del GPCR rodopsina con base en 
estructuras cristalográficas de rayos X recientes. A la izquierda se muestra 
la rodopsina en su conformación inactiva (adaptada a la oscuridad), jun- 
to con una proteína G heterotrimérica no unida (llamada transducina). 
Cuando el cofactor retinal (mostrado en rojo en la molécula izquierda de 
rodopsina) absorbe un fotón, experimenta una reacción de isomerización 
(de su forma cis a la trans), lo que rompe un enlace iónico entre los resi- 
duos de la tercera y la sexta hélices transmembrana de la proteína. A su 
vez, este fenómeno produce un cambio en la conformación de la proteína 
que incluye movimiento hacia fuera de la sexta hélice transmembrana 
(flecha roja curva), lo cual expone un sitio de unión para la subunidad 
G, de la proteína G. La molécula de rodopsina a la derecha se muestra 
en la conformación activa propuesta con una parte de la subunidad G, 
(en rojo) unida con la cara citoplásmica del receptor. (c) Modelo de lis- 
tón que muestra la estructura de la proteína G heterotrimérica. Las tres 
subunidades de la proteína G están codificadas por color. (B: TOMADA DE 
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Y SUS SEGUNDOS MENSAJEROS  ăŻŽ 


Los receptores unidos con proteína G (GPCR) se llaman así 
porque interactúan con las proteínas G, como se explica más 
adelante. Los miembros de la familia GPCR también se co- 
nocen como receptores transmembranales siete (7TM) porque 
contienen siete hélices transmembranosas (fig. 15-4). Se han 
identificado miles de distintos GPCR en organismos, desde las 
levaduras hasta las plantas fanerógamas y mamíferos, y en con- 
junto regulan un espectro extraordinario de procesos celulares. 
De hecho, los GPCR constituyen la superfamilia individual más 
grande de proteínas codificadas por genomas animales. Entre 
los ligandos naturales que se unen con GPCR figura un grupo 
diverso de hormonas tanto en plantas como en animales, neu- 
rotransmisores, derivados del opio, quimioatrayentes (moléculas 


Rodopsina (inactiva) Opsina + péptido Ga. (activo) 


A 


Exterior de 
la célula 


re MEA A 
aj Ponc 
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Tuur W. ScuwarTz AND Wayne L. HubBELL, NATURE 455,473,2008; 
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DE Hrm E. Hamm, Proc. Nar'L. Acan. Sci. U.S.A. 98:4819, 2001.) 
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CUADRO 15-1 Ejemplos de procesos fisiológicos mediados por GPCR y proteínas G heterotriméricas 


Estímulo Receptor Efector Respuesta fisiológica 

Adrenalina Receptor adrenérgico B Adenilil ciclasa Degradación de glucógeno 

Serotonina Receptor para serotonina Adenilil ciclasa Sensibilización conductual y aprendizaje en Aplysia 
Luz Rodopsina Fosfodiesterasa cGMP Excitación visual 

Complejo-antígeno IgE Receptor de mastocito para IgE Fosfolipasa C Secreción 

Péptido f-Met Receptor quimiotáctico Fosfolipasa C Quimiotaxis 

Acetilcolina Receptor muscarínico Conducto del potasio Disminución de la velocidad del marcapasos 


Adaptado de L. Stryer y H.R. Bourne, reproducido con autorización de Annual Review of Cell Biology, vol. 2, O 1986, Annual Reviews Inc. 


que atraen células fagocíticas del sistema inmunitario), odoran- 
tes y saborizantes (moléculas detectadas por los receptores olfa- 
torios y gustativos que inducen los sentidos del olfato y el gusto) 
y fotones. El cuadro 15-1 presenta una lista de algunos de los 
ligandos que operan mediante esta vía y los efectores a través de 
los cuales actúan. 


Transducción de la señal 
por receptores unidos con proteína G 


Receptores Por lo general, los receptores unidos con proteína 
G tienen la siguiente topología. Su terminación amino se en- 
cuentra fuera de la célula, las siete hélices alfa que atraviesan la 
membrana plasmática se conectan con asas de longitud variable 
y la terminación carboxilo se halla en el interior de la célula (fig. 
15-4). Hay tres asas presentes en el exterior de la célula y juntas 
forman el sitio para la unión con el ligando. También existen 
tres asas en el lado citoplásmico de la membrana plasmática que 
proporcionan sitios de unión para las proteínas G intracelulares 
de señalización. Las proteínas G se unen con la tercera asa in- 
tracelular. Las arrestinas, cuya función se describe en la página 
612, también se unen con el tercer rizo intracelular y compiten 
con las proteínas G para unirse con el receptor. Por último, hay 
una cantidad cada vez mayor de proteínas que se unen con la 
terminación carboxilo de los GPCR. Muchas de estas proteínas 
actúan como andamiajes moleculares que vinculan receptores de 
varias proteínas de señalización y efectores presentes en la célula. 

Por diversas razones técnicas, es muy difícil preparar cristales 
de GPCR que sean adecuados para el análisis de cristalografía 
por rayos X. Durante varios años, la rodopsina fue el único miem- 
bro de la superfamilia del cual se determinó la estructura cristali- 
na por rayos X. La rodopsina tiene una estructura más estable de 
lo usual para un GPCR por el hecho de que su ligando (un grupo 
retinal) se mantiene unido en forma permanente a la proteína y la 
molécula proteínica sólo puede existir en una sola conformación 
en ausencia de estímulo (o sea, en la oscuridad). A partir de 2007, 
como resultado de años de esfuerzos de varios grupos de investi- 
gación, aparecieron muchas estructuras cristalinas de GPCR en 
la bibliografía. En la mayor parte de los casos, estas estructuras 
revelaban al GPCR en estado inactivo, pero también existe un 
conjunto de datos estructurales y espectroscópicos (del tipo des- 
crito en la pág. 132) que aporta información sobre algunos de los 
cambios en la conformación que ocurren cuando el GPCR se 
activa y se une con una proteína G. Esta última es estabilizada por 
interacciones no covalentes entre las hélices a transmembrana. 
La unión a un ligando perturba tales interacciones, lo cual hace 
que el receptor asuma una conformación activa. Esto requiere de 
rotaciones y corrimientos de las hélices a transmembrana unas 


respecto de otras. Dado que están unidas a las asas citoplásmicas, 
la rotación o el desplazamiento de estas hélices a transmembrana 
unas respecto a otras causa cambios en la conformación de las 
asas citoplásmicas. Esto a su vez ocasiona aumento en la afinidad 
del receptor por una proteína G que está presente en la superfi- 
cie citoplásmica de la membrana plasmática (fig. 15-4). Como 
consecuencia, el receptor unido con el ligando forma un comple- 
jo receptor-proteína G (fig. 15-5, paso 1). La interacción con el 
receptor induce un cambio en la conformación de la subunidad 
a de una proteína G, con lo que se libera GDP (difosfato de gua- 
nosina) y luego se une una molécula de GTP (paso 2). Mientras 
permanece en estado activo, un solo receptor puede activar varias 
moléculas de proteína G, lo que representa un medio para la am- 
plificación de la señal (se describe mejor en la pág. 620). 


Proteínas G Las proteínas G heterotriméricas fueron descu- 
biertas, purificadas y caracterizadas por Martin Rodbell et al., 
en los National Institutes of Health, y Alfred Gilman et al., en 
la University of Virginia. Estas proteínas se conocen como pro- 
teínas G porque se unen con nucleótidos de guanina, sea GDP 
o GTP. Se describen como heterotriméricas porque poseen tres 
subunidades polipeptídicas diferentes, llamadas a, B y y (fig. 
15-4). Esta propiedad las distingue de las pequeñas proteínas 
monoméricas G, como Ras, que se tratan más adelante en este 
capítulo. Las proteínas G heterotriméricas se mantienen en la 
membrana plasmática mediante cadenas de lípidos que se unen 
en forma covalente con las subunidades a y y (fig. 15-4a). 

El sitio para la unión con un nucleótido de guanina se en- 
cuentra en la subunidad G. La sustitución de GDP por GTP 
después de la interacción con un GPCR activado causa un cam- 
bio en la conformación en la subunidad G. En su conformación 
unida con GTP, la subunidad G, presenta una baja afinidad por 
Gy Por lo que se disocia del complejo. Cada subunidad G, se- 
parada (unida con GTP) está libre para activar a una proteína 
efectora, como la adenililciclasa (fig. 15-5, paso 3). En este caso, 
la activación del efector conduce a la producción del segundo 
mensajero AMP (monofosfato de adenosina) cíclico (paso 4). 
Otros efectores incluyen fosfolipasa C-B y fosfodiesterasa de 
GMP cíclico (véase más adelante). A su vez, los segundos men- 
sajeros activan una o más proteínas celulares de señalización. 

Se dice que una proteína G está “encendida” o activada 
cuando su subunidad a: está unida a GTP. Las subunidades G, 
pueden desactivarse a sí mismas por hidrólisis de GTP a GDP y 
fosfato inorgánico (Pi) (fig. 15-5, paso 5). Esto da por resultado 
un cambio conformacional que causa un decremento en la afini- 
dad por el efector y un aumento en la afinidad por la subunidad 
y. Así, después de la hidrólisis del GTP, la subunidad G, se di- 
socia del efector y vuelve a unirse a la subunidad By para volver a 
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FIGURA 15-5 El mecanismo de activación (o inhibición) mediado por 
receptor de los efectores mediante las proteínas G heterotriméricas. En 
el paso 1, el ligando se une con el receptor, lo que altera su conformación 
y aumenta su afinidad por la proteína G con la que se une. En el paso 2, 
la subunidad G, libera su GDP, que se sustituye con GTP. En el paso 
3, la subunidad G, se separa del complejo G, y se une con un efector (en 
este caso, adenilil ciclasa), lo que activa al efector. El dímero Ga, también 
puede unirse con un efector (no se muestra), como un conducto iónico o 
una enzima. En el paso 4, la adenilil ciclasa activada produce cAMP. En el Efector 
paso 5, la actividad de la GT'P-asa de G, hidroliza al GTP unido, lo que 

desactiva G . En el paso 6, G, se relaciona de nueva cuenta con G y con lo 
que se reintegra la proteína G trimérica y el efector suspende su actividad. 
En el paso 7, el receptor ya se fosforiló por acción de una GRK y en el 
paso 8 el receptor fosforilado se unió con una molécula de arrestina, lo cual 
inhibe al receptor unido con ligando para que no active más proteínas G. 
Es probable que el receptor unido con la arrestina se capte por endocitosis. 


Receptor 


formar la proteína G heterotrimérica inactiva (paso 6). En cierto 
sentido, las proteínas G heterotriméricas funcionan como tem- 
porizadores moleculares. Se encienden mediante la interacción 
con un receptor activado y se apagan con la hidrólisis del GTP 
unido después de cierto tiempo. Mientras permanecen activas, las 
subunidades G, pueden encender a los efectores en dirección 3". 
Las proteínas G heterotriméricas poseen cuatro formas, G „, 
Gp G; y Giny Esta clasificación se basa en las subunidades G, 
y los efectores con las que se unen. La respuesta particular indu- 
cida por un GPCR activado depende del tipo de proteína G con 
la que interactúe, aunque algunos GPCR pueden interactuar 
con distintas proteínas G y desencadenar más de una respuesta 
fisiológica. Los miembros de la familia G, se unen con recep- 
tores para la adenilil ciclasa. La adenilil ciclasa se activa con las 
subunidades G, unidas con GTP. Los miembros de la familia 
G, contienen subunidades G, que activan PLCB. Este último 
hidroliza al difosfato de fosfatidilinositol, con lo que se obtiene 
trifosfato de inositol y diacilglicerol (pág. 616). Las subunidades 
G, activadas funcionan por inhibición de la adenilil ciclasa. Los 
miembros de G,,,,, no están tan bien caracterizados como las 
otras familias de proteínas G, aunque su activación inapropiada 
se ha vinculado con proliferación celular excesiva y transforma- 
ción maligna. Después de su separación de la subunidad G,, el 
complejo By también tiene una función de señal y puede unirse 
por lo menos con cuatro tipos de efectores diferentes: PLCB, 
conductos iónicos para K*, adenilil ciclasa y cinasa PI-3. 


Terminación de la respuesta Ya se mostró que la unión 
con ligandos conduce a la activación del receptor. Los receptores 
activados encienden las proteínas G y éstas a su vez a los efec- 
tores. Para prevenir la estimulación excesiva, es necesario que se 
bloqueen los receptores para que no continúen la activación de 
las proteínas G. Para recuperar la sensibilidad a estímulos fu- 
turos, el receptor, la proteína G y el efector deben regresar a su 
estado inactivo. La desensibilización, proceso que bloquea a los 
receptores activos para que suspendan la activación adicional de 
las proteínas G, ocurre en dos pasos. En el primero, el dominio 
citoplásmico del GPCR activado se fosforila por acción de un 
tipo específico de cinasa, la cinasa del receptor unido a proteína G 
(GRK) (fig. 15-5, paso 7). Las GRK forman una pequeña familia 
de cinasas proteínicas de serina-treonina que reconocen de for- 
ma específica a los GPCR activados. 
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La fosforilación del GPCR establece las bases para el se- 
gundo paso, que es la unión de proteínas llamadas arrestinas (fig. 
15-5, paso 8). Las arrestinas constituyen un pequeño grupo de 
proteínas que se unen con los GPCR y compiten por la unión 
con las proteínas G heterotriméricas. Como consecuencia, la 
unión de la arrestina previene la activación adicional de más pro- 
teínas G. Esta acción se conoce como desensibilización porque 
la célula deja de responder al estímulo, mientras que ese estímulo 
aún actúa en la superficie externa de la célula. La desensibili- 
zación es uno de los mecanismos que le permite a una célula 
responder a un cambio en su ambiente en lugar de continuar 
su “disparo” de modo indefinido en presencia de un ambiente 
inmutable. La importancia de la desensibilización se ilustra por 
la observación de que las mutaciones que interfieren con la fos- 
forilación de la rodopsina por una GRK conducen a la muerte 
de las células fotorreceptoras en la retina. Se cree que este tipo de 
muerte celular en la retina es una de las causas de la ceguera 
secundaria a la retinitis pigmentosa. 

Mientras permanecen unidas con los GPCR fosforilados, 
las moléculas de arrestina también son capaces de unirse con las 
moléculas de clatrina situadas en las concavidades cubiertas con 
clatrina (pág. 302). La interacción entre la arrestina unida y la 
clatrina promueve la captación de GPCR fosforilados hacia el 
interior de la célula mediante endocitosis. Según sean las cir- 
cunstancias, los receptores que se retiraron de la superficie por 
endocitosis pueden desfosforilarse y regresar a la membrana 
plasmática. Una alternativa es que los receptores interioriza- 
dos se degraden en los lisosomas (fig. 8-42). Si los receptores se 
degradan, las células pierden la sensibilidad para el ligando en 
cuestión, al menos por cierto tiempo. Si los receptores se regre- 


Los GPCR representan la familia más grande de genes codificados por 
el genoma humano. El genoma humano puede codificar hasta 2000 
GPCR distintos. Su importancia en la biología humana se refleja por 
el hecho de que más de un tercio de todos los fármacos que requieren 
prescripción médica actúa como ligandos para esta enorme superfami- 
lia de receptores. El origen de varios trastornos hereditarios se rastreó 
hasta defectos en los GPCR (fig. 1) y las proteínas G heterotriméricas 
(cuadro 1). La retinitis pigmentosa (RP) es una enfermedad hereditaria 
caracterizada por la degeneración progresiva de la retina, hasta llegar a 


FIGURA 1 Representación bidimensional de un receptor transmem- 
brana “compuesto” que muestra los sitios aproximados de varias mu- 
taciones causantes de enfermedades humanas. La mayor parte de las 
mutaciones (números 1, 2, 5, 6, 7 y 8) produce estimulación constitutiva 
del efector, pero otras (3 y 4) bloquean la capacidad del receptor para 
estimular al efector. Las mutaciones en los sitios 1 y 2 se encuentran en el 
receptor para la MSH (hormona estimulante de los melanocitos); 3 en 
el receptor para ACTH (hormona adrenocorticotrópica); 4 en el recep- 
tor para vasopresina; 5 y 6 en el receptor para TSH (hormona estimu- 
lante de la tiroides); 7 en el receptor para LH (hormona luteinizante); y 
8 en la rodopsina, el pigmento fotosensible de la retina. 


san a la superficie celular, las células conservan la sensibilidad 
al ligando. 

La señalización por la subunidad G, activada se termina por 
un mecanismo menos complejo: la molécula de GTP unida tan 
sólo se hidroliza a GDP (paso 5, fig. 15-5). Por consiguiente, la 
fuerza y duración de la señal dependen en parte de la velocidad 
de hidrólisis del GTP por la subunidad G. Las subunidades G, 
tienen una débil actividad de GT'P-asa, lo cual les permite hi- 
drolizar lentamente el GTP unido y desactivarse a sí mismas. 
La terminación de la reacción se acelera por los reguladores de la 
señalización de proteína G (RGS). La interacción con una proteína 
RGS aumenta la velocidad de hidrólisis de la GTP-asa por la 
subunidad G, . Una vez que se hidroliza la GTP, la G -GDP se 
vincula de nueva cuenta con las subunidades G,, para reformar 
el complejo trimérico inactivo (paso 6) como se expuso antes. 
Esto devuelve el sistema a su estado de reposo. 

El mecanismo para transmitir señales a través de la mem- 
brana plasmática mediante las proteínas G tiene un origen evo- 
lutivo ancestral y está muy bien conservado. Esto lo ilustra un 
experimento en el que células de levadura se modificaron me- 
diante ingeniería genética, para expresar un receptor para la hor- 
mona humana somatostatina. Cuando estas células de levadura 
se trataron con somatostatina, los receptores de mamíferos en 
la superficie celular interactuaron con las proteínas G heterotri- 
méricas de levaduras en la superficie interna de la membrana y 
desencadenaron una respuesta que condujo a la proliferación de 
las células de levadura. 

Los efectos de ciertas mutaciones en la función de los re- 
ceptores unidos con proteína G se explican en la sección Pers- 
pectiva humana. 


PERSPECTIVA HUMANA 


Trastornos relacionados con los receptores unidos con proteína G 


la ceguera. Esta anomalía puede ser causada por mutaciones en el gen 
que codifica la rodopsina, el pigmento visual de los bastones. Muchas de 
estas mutaciones conducen a la terminación prematura o el plegamiento 
inadecuado de la proteína rodopsina y su eliminación de la célula antes 
de llegar a la membrana plasmática (pág. 282). Otras mutaciones dan 


Extracelular 


Intracelular 
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CUADRO 1 Enfermedades humanas vinculadas con la vía 


de la proteína G 


Enfermedad 


Proteína G defectuosa* 


Osteodistrofia hereditaria 
de Albright y 
seudohipoparatiroidismos 
Síndrome de McCune-Albright 
Tumores hipofisarios y tiroideos 
(oncogén gsp) 
Tumores suprarrenocorticales 
ováricos (oncogén gip) 
Pubertad precoz combinada y 
seudohipoparatiroidismo 


G 


sa 


E. 
Er. 
Eo 
Ga 


Enfermedad 


Receptor defectuoso 
acoplado a proteína G 


Hipercalcemia hipocalciúrica 
familiar 

Hiperparatiroidismo neonatal 
grave 

Hipertiroidismo (adenomas 
tiroideos) 

Pubertad masculina precoz 
familiar 

Diabetes insípida nefrógena 


Análogo humano del receptor 
BoPCAR1 

Análogo humano del receptor 
BoPCARI (homocigoto) 


Receptor para tirotropina 


Receptor para hormona 
luteinizante 
Receptor V2 para vasopresina 


ligada al cromosoma X 
Retinitis pigmentosa 
Daltonismo, variaciones de la 

sensibilidad al espectro 
Deficiencia familiar de 

glucocorticoides y deficiencia 
adrenocorticotrópica 


Receptor de rodopsina 
Receptor de opsina de conos 


Receptor de la hormona 


adrenocorticotrópica (ACTH) 


*Como se describe en el texto, una proteína G con una G „ actúa para estimular al 
efector, mientras que una proteína G con una G lo inhibe. 

Fuente: D. E. Clapham, reimpreso con autorización de Nature, vol. 371, pág. 109, 1994. 
O Copyright 1994, por Macmillan Magazines Ltd. 


lugar a la síntesis de una molécula de rodopsina que no puede activar 
su proteína G y, por lo tanto, no puede transmitir la señal en dirección 
3' hacia el efector. 

La retinitis pigmentosa es resultado de una mutación que causa 
pérdida de la función del receptor codificado. Muchas mutaciones que 
alteran la estructura de las proteínas de señalización pueden tener el 
efecto contrario, y causan lo que se conoce como “ganancia de función”. 
En uno de estos casos se identificaron mutaciones que provocan un tipo 
de tumor tiroideo benigno llamado adenoma. A diferencia de las células 
tiroideas normales que secretan hormona tiroidea sólo como reacción a 
la estimulación de la hormona hipofisaria TSH, las células de estos ade- 
nomas tiroideos secretan grandes cantidades de hormona tiroidea sin 
necesitar el estímulo de la TSH (se dice que el receptor actúa en forma 
constitutiva). El receptor para TSH de estas células tiene una sustitución 
de aminoácido que afecta la estructura de la tercera asa intracelular de 
la proteína (fig. 1, mutaciones en los sitios 5 o 6). Como resultado de la 
mutación, el receptor para TSH activa de manera constitutiva una pro- 
teína G en su superficie interna, lo que emite una señal continua por la 
vía que ocasiona no sólo la secreción excesiva de hormona tiroidea, sino 
la proliferación celular exagerada que representa el tumor. Esta con- 
clusión se comprobó con la introducción de un gen mutante en células 
cultivadas, que en condiciones normales carecen de este receptor, y la 
demostración de que la síntesis de la proteína mutante y su incorpora- 
ción en la membrana plasmática propiciaron la producción constante de 
cAMP en las células modificadas por ingeniería genética. 


La mutación que causa los adenomas tiroideos no se encuentra 
en la porción normal de la tiroides del paciente, sino sólo en el tejido 
tumoral, lo que indica que la mutación no se heredó sino que surgió en 
una de las células de la tiroides que luego proliferó hasta dar lugar al 
tumor. Una mutación en una célula del cuerpo, como una célula tiroidea, 
se llama mutación somática, para distinguirla de una mutación heredada 
que estaría en todas las células del individuo. Como resulta evidente en 
el capítulo siguiente, las mutaciones somáticas son un factor etiológi- 
co principal del cáncer en los seres humanos. Ya se demostró que por 
lo menos, un virus causante de cáncer codifica una proteína que actúa 
como un GPCR con actividad constitutiva. El agente es un tipo de virus 
del herpes que provoca sarcoma de Kaposi, en el que se reconocen lesio- 
nes cutáneas purpúreas, algo frecuente en los pacientes con síndrome de 
inmunodeficiencia adquirida. El genoma del virus codifica un receptor 
con actividad constitutiva para la interleucina 8, que estimula las vías de 
señalización que controlan la proliferación celular. 

Como se muestra en el cuadro 1, las mutaciones en los genes que 
codifican a las subunidades de las proteínas G heterotriméricas también 
pueden ocasionar trastornos hereditarios. Esto lo ilustra un informe so- 
bre dos pacientes masculinos que sufren una rara combinación de tras- 
tornos endocrinos: pubertad precoz e hipoparatiroidismo. Se encontró 
que ambos pacientes tenían sustitución de un solo aminoácido en una 
de las isoformas de G. La alteración de la secuencia de aminoácidos 
tuvo dos efectos en la proteína G mutante. Con temperaturas inferio- 
res a la corporal normal, la proteína G mutante se mantenía en estado 
activo, incluso en ausencia de un ligando unido. En cambio, con tem- 
peratura corporal normal, la proteína G mutante se mantenía inactiva, 
en presencia o ausencia del ligando. Los testículos, que se hallan lejos 
del centro del cuerpo, tienen una temperatura menor que las vísceras 
(33 contra 37°C). En condiciones normales, las células endocrinas de 
los testículos comienzan la producción de testosterona en la pubertad 
como respuesta a la hormona hipofisaria LH, que empieza a producirse 
en esa etapa. La LH circulante se une con los receptores específicos para 
ella en la superficie de las células testiculares, lo que induce la síntesis de 
cAMP y la producción posterior de la hormona sexual masculina. Las 
células testiculares de los individuos con la mutación en la proteína G se 
estimularon para sintetizar CAMP en ausencia del ligando LH, lo que 
suscitó la síntesis prematura de testosterona y la pubertad precoz. En 
cambio, la mutación en esa misma subunidad de G, en las células de las 
glándulas paratiroideas, que funcionan a una temperatura de 37°C, hizo 
que la proteína G permaneciera inactiva. En consecuencia, las células de 
las glándulas paratiroides no pueden responder a los estímulos que las 
inducirían a producir hormona paratiroidea en condiciones normales, 
lo que origina el hipoparatiroidismo. El hecho de que la mayoría de los 
órganos del cuerpo funcionara de manera normal en estos sujetos indica 
que esta isoforma particular de G, no es esencial en las actividades de la 
mayor parte de las demás células. 

Las mutaciones se consideran cambios raros y discapacitantes en la 
secuencia de nucleótidos de un gen. Por el contrario, los polimorfismos 
genéticos son variaciones frecuentes y “normales” en la población (pág. 
408). Aun así, en los últimos años resultó claro que el polimorfismo 
genético puede tener un efecto considerable en las enfermedades huma- 
nas, al tornar a ciertos individuos más o menos susceptibles a determi- 
nados trastornos respecto de otros. Esto ya se documentó en el caso de 
los GPCR. Por ejemplo, ciertos alelos del gen que codifica al receptor 
adrenérgico ß, se relacionan con una mayor probabilidad de sufrir asma 
o elevación de la presión sanguínea; ciertos alelos de un receptor para 
dopamina se relacionan con un mayor riesgo de abuso de sustancias o 
esquizofrenia; y algunos alelos de un gen (CCR5) se acompañan de una 
mayor supervivencia en las personas infectadas con el virus de inmuno- 
deficiencia humana (VIH). Como se explica en la página 410, la iden- 
tificación de las relaciones entre la susceptibilidad a la enfermedad y los 
polimorfismos genéticos es un tema de la investigación clínica actual. 
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Toxinas bacterianas Como las proteínas G son tan impor- 
tantes para la fisiología normal de los organismos multicelulares, 
representan blancos excelentes para los patógenos bacterianos. 
Por ejemplo, la toxina del cólera (producida por la bacteria Vibrio 
cholerae) ejerce su efecto mediante la modificación de las subuni- 
dades G, e inhibición de su actividad de GT'P-asa en las células 
del epitelio intestinal. Como resultado, las moléculas de adenilil 
ciclasa permanecen en el modo activado, lo que agita al CAMP, 
que hace que las células epiteliales secreten grandes cantidades 
de líquido hacia la luz intestinal. La pérdida de agua consecuente 
con esta respuesta inapropiada conduce a menudo a la muerte 
por deshidratación. 

La toxina de la tos ferina es uno de los diversos factores de 
virulencia producidos por Bordetella pertussis, un microorganis- 
mo que causa la tos ferina. Esta enfermedad es una infección 
debilitante de las vías respiratorias que se presenta en 50 millo- 
nes de personas en todo el mundo cada año y causa la muerte de 
cerca de 350000 de estos casos en ese mismo lapso. La toxina 
tosferínica también desactiva subunidades de G „lo que interfie- 
re con la vía de señalización que lleva al huésped a establecer una 
respuesta defensiva contra la infección bacteriana. 


Segundos mensajeros 


Descubrimiento del AMP cíclico, prototipo de segundo 
mensajero ¿De qué forma la unión de una hormona con la 
membrana plasmática cambia la actividad de las enzimas cito- 
plásmicas, como la glucógeno fosforilasa, una enzima participan- 
te en el metabolismo del glucógeno? La respuesta a esta pregunta 
se obtuvo tras los estudios que comenzaron a mediados del de- 
cenio de 1950 en los laboratorios de Earl Sutherland et al. de la 
Case Western Reserve University, y de Edwin Krebs y Edmond 
Fischer de la Washington University. El objetivo de Sutherland 
era desarrollar un sistema in vitro para estudiar las reacciones 
fisiológicas a las hormonas. Después de un considerable esfuerzo, 
pudo activar la glucógeno fosforilasa en una preparación de célu- 
las rotas que se habían incubado con glucagon o epinefrina. Esta 
preparación de células rotas pudo dividirse por centrifugación, en 
una fracción de partículas consistente sobre todo en membranas 


Antes de 5-HT 


FIGURA 15-6 Formación de CAMP en una célula viva como respuesta 
a la adición de una molécula mensajera extracelular. Esta serie de 
fotografías muestra una célula nerviosa sensitiva de la liebre marina 
Aplysia. La concentración de cAMP libre está indicada por colores: el 
azul, amarillo y rojo representan concentraciones bajas, intermedias y 
elevadas, respectivamente. La imagen izquierda muestra el nivel intra- 
celular de CAMP en la neurona no estimulada; las siguientes tres imá- 
genes representan los efectos de la estimulación con el neurotransmisor 
serotonina (5-hidroxitriptamina) en los tiempos indicados. Nótese que 


19 s después de 50 uM 5-HT 


celulares, y una fracción de sobrenadante soluble. Aunque había 
glucógeno fosforilasa sólo en la fracción sobrenadante, el ma- 
terial en partículas era necesario para obtener la respuesta hor- 
monal. Los experimentos posteriores indicaron que la respuesta 
ocurrió por lo menos en dos pasos. Si la fracción de partículas de 
un homogeneizado de hígado se aislaba e incubaba con la hor- 
mona, se liberaba cierta sustancia que, cuando se agregaba a la 
fracción sobrenadante, activaba las moléculas solubles de glucó- 
geno fosforilasa. Sutherland identificó la sustancia liberada por 
las membranas de la fracción de partículas como monofosfato de 
adenosina cíclico (AMP cíclico o CAMP). Este descubrimiento se 
anunció como el principio del estudio de la transducción de la 
señal. Como se explica más adelante, el CAMP estimula la movi- 
lización de glucosa mediante la activación de una proteína cinasa 
que agrega un grupo fosfato a un residuo específico de serina del 
polipéptido glucógeno fosforilasa. 

El cAMP es un segundo mensajero capaz de difundirse a 
otros sitios dentro de la célula. La síntesis de cAMP sigue a la 
unión del primer mensajero, una hormona u otro ligando, con 
un receptor en la superficie externa de la célula. La figura 15-6 
muestra la difusión del CAMP dentro del citoplasma de una 
neurona después de la estimulación con una molécula mensa- 
jera extracelular. Mientras que el primer mensajero se une sólo 
con una sola especie de receptor, el segundo mensajero estimula 
con frecuencia diversas actividades celulares. Como resultado, los 
segundos mensajeros permiten a las células establecer una res- 
puesta coordinada a mayor escala después de la estimulación con 
un solo ligando extracelular. Existen otros segundos mensajeros 
como el Ca?*, fosfoinositidos, trifosfato de inositol, diacilglice- 
rol, GMP cíclico y óxido nítrico. 


Segundos mensajeros derivados de fosfatidilinosi- 
tol Hasta no hace mucho tiempo, los fosfolípidos de la mem- 
brana celular se consideraban sólo como moléculas estructurales 
que mantenían la cohesión de las membranas y las hacían im- 
permeables a los solutos acuosos. La apreciación de los fosfolí- 
pidos ha crecido con el descubrimiento de que estas moléculas 
constituyen los precursores de varios segundos mensajeros. Los 
fosfolípidos de las membranas celulares se convierten en segun- 


109 s después de 5-HT 


10 min después de 5-HT 


las concentraciones de CAMP caen alrededor de los 109 s a pesar de la 
presencia constante del neurotransmisor. (En este experimento, el nivel 
de cAMP se determinó de manera indirecta con la microinyección de 
una proteína cinasa dependiente de CAMP con marca fluorescente, con 
fluoresceína y rodamina en subunidades distintas. La transferencia de 
energía entre las subunidades [fig. 18-8] proporciona una medida de la 
concentración de CAMP.) (REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE BRIAN J. 
BAcskAl ET AL., SCIENCE 260:223, 1993; O 1993 AMERICAN ÁSSOCIA- 
TION FOR THE ÁDVANCEMENT OF SCIENCE.) 
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Dominio PH 


PLD PLC 


PLA, 


e ------ 


f 
f 
M 


Centro 


Glicerol 


4 
1 
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(a) PLA, 
FIGURA 15-7 Segundos mensajeros con base de fosfolipido. (4) Estruc- 
tura de un fosfolípido generalizado (fig. 2-22). Los fosfolípidos están 
sometidos al ataque de cuatro tipos de fosfolipasas que dividen la mo- 
lécula en los sitios indicados. De estas enzimas, la descripción se enfoca 
en la PLC, que divide el grupo cabeza fosforilado del diacilglicerol (fig. 
15-8). (5) Modelo que muestra la interacción entre una porción de una 
molécula de enzima PLC que contiene un dominio PH que se une con 
el anillo de inositol fosforilado de una fosfoinositido. Esta interacción 
sujeta a la enzima con la superficie interna de la membrana plasmática y 


dos mensajeros por la acción de varias enzimas que se regulan 
como respuesta a las señales extracelulares. Estas enzimas inclu- 
yen fosfolipasas (enzimas separadoras de lípidos), fosfolipidoci- 
nasas (enzimas que fosforilan lípidos) y fosfatasas de fosfolípidos 
(enzimas que desfosforilan lípidos). Las fosfolipasas son enzimas 
que hidrolizan enlaces ésteres específicos que conectan diferen- 
tes bloques de construcción que forman una molécula de fosfolí- 
pido. La figura 15-7a muestra los sitios de separación dentro de 
un fosfolípido general que es el sitio de acción de las principales 
clases de fosfolipasas. Las cuatro clases de enzimas mostradas 
en la figura 15-7a se activan como respuesta a señales extrace- 
lulares y los productos que se obtienen funcionan como segun- 
dos mensajeros. Esta sección se enfoca en los lípidos que actúan 
como segundos mensajeros y han sido los mejor estudiados, los 
cuales se derivan del fosfatidilinositol y se producen después de 
la transmisión de señales de receptores unidos con proteína G 
y proteína tirosina cinasa receptoras. No se describe otro grupo 
de segundos mensajeros lipídicos derivados de la esfingomielina. 


Fosforilación del fosfatidilinositol Cuando el neurotransmi- 
sor acetilcolina se une a la superficie de una célula de músculo 
liso dentro de la pared del estómago, se estimula para contraer- 
se. Cuando un antígeno extraño se une con la superficie de un 
mastocito, la estimula para secretar histamina, una sustancia que 
puede provocar los síntomas de un ataque de alergia. Estas dos 
respuestas, una que causa la contracción y la otra que induce la 
secreción, se activan con el mismo segundo mensajero, una sus- 
tancia derivada del compuesto fosfatidilinositol, un componente 
menor de la mayor parte de las membranas celulares (fig. 4-10). 

La primera indicación de que los fosfolípidos podían parti- 
cipar en las respuestas celulares a las señales extracelulares surgió 
de los estudios que realizaron a principios del decenio de 1950 


puede alterar su actividad enzimática. (c) Micrografía con fluorescencia 
de una célula que se estimuló para moverse hacia un quimioatrayente 
(una sustancia que atrae a la célula). Esta célula se tiñó con un anticuer- 
po que se une de manera específica con el 3,4,5-trifosfato de PI (PIP), 
el cual se observa en el margen principal de la célula migratoria (flechas). 
La barra representa 15 um. (B: TOMADA DE James H. HurLeY Y Jay 
A. GROBLER, Curr. OPIN. STRUCT. BroL. 7:559, 1997; C: TOMADA DE 
Paura RICKERT ET AL., POR CORTESÍA DE Henry R. Bourne, TRENDS 
CeLL BioL. 10:470, 2000.) 


Lowell y Mabel Hokin en el Montreal General Hospital y la Mc- 
Gill University. Estos investigadores se habían enfocado en el 
estudio de los efectos de la acetilcolina en la síntesis de RNA 
en el páncreas. Para llevar a cabo tales estudios incubaron reba- 
nadas de páncreas de paloma con [**Plortofosfato. La finalidad 
era que el [*Plortofosfato se incorporara en los trifosfatos de 
nucleósidos, que se emplean como precursores durante la síntesis 
de RNA. Lo interesante es que encontraron que el tratamiento 
del tejido con acetilcolina conducía a la incorporación de ra- 
diactividad en la fracción de fosfolípidos de la célula. El análisis 
adicional reveló que el isótopo se incorporaba sobre todo en el 
fosfatidilinositol (PI), que pronto se convertía en otros derivados 
fosforilados, conocidos en conjunto como fosfoinositidos. Esto 
sugirió que los lípidos que contienen inositol pueden fosforilarse 
por acción de cinasas específicas que se activan como respuesta a 
moléculas mensajeras extracelulares, como la acetilcolina. Ahora 
se sabe que las cinasas de lípidos se activan como respuesta a una 
gran variedad de señales extracelulares. 

Varias de las reacciones del metabolismo del fosfoinositido 
se muestran en la figura 15-8. Como se indica en la parte iz- 
quierda de esta figura, el anillo inositol, que se encuentra en la 
superficie citoplásmica de la bicapa, tiene seis átomos de carbo- 
no. El carbono número 1 participa en el enlace entre el inositol 
y el diacilglicerol. Los carbonos 3, 4 o 5 pueden ser fosforilados 
por cinasas de fosfoinositido presentes en las células. Por ejem- 
plo, la transferencia de un solo grupo fosfato a la posición cuatro 
del azúcar inositol del PI por acción de la 4-cinasa de PI (PI4K), 
genera 4-fosfato de fosfatidilinositol (P1(4)P), que puede fos- 
forilarse por acción de la 5-cinasa de PIP (PIP5K) para formar 
4,5-difosfato de PI (P1(4,5)P,; fig. 15-8, pasos 1 y 2). El PI(4,5)P, 
puede fosforilarse por acción de la 3-cinasa de PI para formar 
PI(3,4,5)P, (PIP,) (que se muestra en la fig. 15-230). La fosfo- 
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rilación de PI(4,5)P, para formar PIP, reviste particular interés 
porque las enzimas PISK implicadas en este proceso pueden ser 
controladas por una gran variedad de moléculas extracelulares, y 
la sobreactividad de PI3K se ha vinculado con diversos tipos de 
cáncer del ser humano. En la página 632 se expone la formación 
de PIP, durante la respuesta a insulina. 

Todas estas especies de fosfolípidos permanecen en la hoja 
citoplásmica de la membrana plasmática. Del mismo modo que 
hay cinasas de lípidos para agregar grupos fosfato, hay fosfatasas 
de lípidos para retirarlos. La actividad de estas cinasas y de las 
fosfatasas puede regularse de manera que los fosfoinositidos es- 
pecíficos aparezcan en regiones particulares de la membrana en 
momentos determinados después de recibir una señal. La fun- 
ción de los fosfoinositidos específicos en el tráfico de membrana 
se describe en la página 304. 

Los anillos fosforilados de inositol de los fosfoinositidos 
forman sitios de unión para varios dominios de unión a lípido 
presentes en proteínas. El mejor conocido es el dominio PH (fig. 
15-75), que se ha identificado en más de 150 proteínas distin- 
tas. La unión de una proteína por su dominio PH con PIP, o 
PIP, casi siempre atrae a la proteína a la cara citoplásmica de la 
membrana plasmática, donde puede interactuar con otras proteí- 
nas unidas con la membrana, incluidos activadores, inhibidores 
o sustratos. La figura 15-7c muestra un ejemplo en el que PIP, 
se localiza de manera específica en una porción particular de la 
membrana plasmática de una célula. PIP, se produce en la parte 
frontal de la célula por una cinasa de lípido localizada y lue- 
go se degrada en las partes posterior y laterales de la célula por 
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efecto de una fosfatasa lipídica localizada. La célula mostrada 
en la figura 15-7c participa en la quimiotaxis, lo que equivale 
a decir que se mueve hacia un sitio con mayor concentración 
de una sustancia química particular en el medio que sirve como 
quimioatrayente. Este es el mecanismo que hace que las células 
fagocíticas, como los macrófagos, se desplacen hacia las bacterias 
y otros blancos a los que envuelven. La quimiotaxis depende de 
la producción localizada de mensajeros fosfoinositidos, que a su 
vez influyen en la formación de filamentos de actina y lameli- 
podios, necesarios para mover a la célula en dirección al blanco. 


Fosfolipasa C No todos los segundos mensajeros que con- 
tienen inositol permanecen en la bicapa de lípidos de una mem- 
brana, como se describió antes. Cuando la acetilcolina se une con 
una célula de músculo liso, o un antígeno se une con un mas- 
tocito, el receptor unido activa una proteína G heterotrimérica 
(fig. 15-8, paso 3), que a su vez activa al efector fosfolipasa C-B 
específica para fosfatidilinositol (PLCR) (paso 4). Como la proteí- 
na mostrada en la figura 15-74, PLC se sitúa en la superficie 
interna de la membrana (fig. 15-8), unida ahí por la interacción 
entre su dominio PH y una fosfoinositido incrustada en la bica- 
pa. PLCP cataliza una reacción que separa PIP, en dos molécu- 
las, 1,4, 5-trifosfato de inositol (1P,) y diacilglicerol (DAG) (paso 5, 
fig. 15-8), dos sustancias que tienen funciones importantes como 
segundos mensajeros en la señalización celular. A continuación 
se describe cada uno de estos segundos mensajeros. 


Diacilglicerol El diacilglicerol (fig. 15-8) es una molécula lipí- 
dica que permanece en la membrana plasmática después de su 


a Ea 
(Qs 


= 
endoplásmico (3 M 
liso 
Ca?+ 
9007 
0 o 
o 
00 


FIGURA 15-8 Generación de segundos mensajeros como resultado de 
la degradación inducida por ligando de los fosfoinositidos (PI) en la 
bicapa lipídica. En los pasos 1 y 2 se agregan grupos fosfato mediante 
las cinasas de lípidos al fosfatidilinositol (PI) para formar PIP,. Cuando 
el receptor capta un estímulo, el receptor unido con ligando activa una 
proteína G heterotrimérica (paso 3) que activa a la enzima fosfolipasa C 
específica para PI (paso 4), la cual cataliza la reacción en la que PIP, se 


divide en diacilglicerol (DAG) y 1,4,5-trifosfato de inositol (1P,) (paso 
5). El DAG recluta la proteína cinasa PKC a la membrana y activa la 
enzima (paso 6). IP, se difunde hacia el citosol (paso 7), donde se une 
con un receptor IP, y un conducto del calcio en la membrana del retículo 
endoplásmico liso (paso 8). La unión de IP, con su receptor produce la 
liberación de ¡ones calcio hacia el citosol (paso 9). 
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formación por PLCf. Ahí recluta y activa proteínas efectoras 
que portan un dominio C1 de unión con DAG. La mejor estu- 
diada de estas proteínas es la proteína cinasa C (PKC) (paso 6, fig. 
15-8), que fosforila los residuos de serina y treonina en una gran 
variedad de proteínas blanco. 

La proteína cinasa C tiene varias funciones importantes en 
el crecimiento y diferenciación celulares, metabolismo celular y 
la activación de la transcripción (cuadro 15-2). La importancia 
aparente de la proteína cinasa C en el control del crecimiento 
se demuestra en estudios con un grupo de compuestos vegeta- 
les potentes, los ésteres de forbol, que se parecen al diacilglicerol. 
Estos compuestos activan a la proteína cinasa C en diversas cé- 
lulas cultivadas, hacen que pierdan el control del crecimiento y se 
comporten como células malignas durante un tiempo. Cuando 
el éster de forbol se elimina del medio, las células recuperan sus 
propiedades de crecimiento normales. En cambio, las células que 
se modificaron mediante ingeniería genética para expresar de 
manera constitutiva la proteína cinasa C expresan un fenotipo 
maligno permanente en el cultivo celular y pueden originar tu- 
mores en ratones susceptibles. Por último, la aplicación de ésteres 
de forbol a la piel junto con otras sustancias induce la formación 
de tumores cutáneos. 


1,4, 5-trifosfato de inositol (IP) El 1,4,5-trifosfato de inositol 
(IP,) es un fosfato de azúcar, una pequeña molécula hidrosoluble 
capaz de difundirse con rapidez por el interior de la célula. Las 
moléculas de IP, formadas en la membrana se difunden hacia el 
citosol (paso 7, fig. 15-8) y se unen con un receptor específico 
para IP, ubicado en la superficie del retículo endoplásmico liso 
(paso 8). En la página 273 se mencionó que el retículo endoplás- 
mico liso es un sitio de almacenamiento de calcio en diversas 
células. El receptor IP, también funciona como conducto tetra- 
mérico para el Ca”. La unión de IP, abre el conducto y permite 
que los iones Ca” se difundan al citoplasma (paso 9). Los iones 
de calcio también pueden considerarse segundos mensajeros o 
mensajeros intracelulares porque se unen con varias moléculas 
blanco, lo que activa reacciones específicas. En los dos ejemplos 
antes empleados, la contracción de una célula de músculo liso y 
la exocitosis de gránulos secretores con histamina en un masto- 
cito se activan por los niveles elevados de calcio. Este también 
es el caso para la respuesta de una célula hepática a la hormona 


CUADRO 15-2 Ejemplos de las respuestas mediadas 
por la proteína cinasa C 
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FIGURA 15-9 Demostración experimental de los cambios en la con- 
centración de calcio libre en respuesta a la estimulación hormonal. 
Una sola célula hepática se inyectó con acuorina, una proteína extraí- 
da de cierta medusa que produce luminiscencia cuando se une con io- 
nes de calcio. La intensidad de la luminiscencia es proporcional a la 
concentración de iones libres de calcio. La exposición de la célula a 
la vasopresina produce espigas controladas en la concentración de calcio 
libre a intervalos periódicos. Las concentraciones más altas de hormo- 
na no aumentan la altura (amplitud) de las espigas, sino la frecuencia. 
(REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE N. M. Woops, K. S. CUTHBERT- 
son Y P. H. CossoLD. Nature 319:601, 1986; coryriGHT © 1986, 
MAcMmMILLAN JourNALs LIMITED.) 


vasopresina (la misma hormona que tiene actividad antidiurética 
en el riñón, página 146). La vasopresina se une con su receptor 
en la superficie de la célula hepática y genera una serie de pulsos 
de liberación de Ca?* mediados por IP, que aparecen como osci- 
laciones de calcio libre en el registro que se muestra en la figura 
15-9. La frecuencia e intensidad de estas oscilaciones pueden 
codificar la información que regula la reacción celular específica. 
El cuadro 15-3 presenta una lista de algunas de las respuestas 
mediadas por IP,. En la sección 15.5 se explica en forma más 
amplia sobre los iones Ca?”. 


CUADRO 15-3 Resumen de las respuestas celulares inducidas con 
la adición de IP, a células permeabilizadas o intactas 


Tejido Respuesta Tipo celular Respuesta 

Plaquetas en sangre Liberación de serotonina Músculo liso vascular Contracción 

Mastocitos Liberación de histamina Músculo liso gástrico Contracción 

Médula suprarrenal Secreción de adrenalina Moho deslizante Formación de cGMP, polimerización 
Páncreas Secreción de insulina de actina 

Células hipofisarias Secreción de GH y LH Plaquetas en sangre Cambio de forma, agregación 

Tiroides Secreción de calcitonina Bastones de salamandra Modulación de la respuesta a la luz 
Testículos Síntesis de testosterona Ovocito de Xenopus Movilización de calcio, despolarización 
Neuronas Liberación de dopamina de membrana 

Músculo liso Aumento de contractilidad Huevos de erizo de mar Despolarización de membrana, reacción 
Hígado Hidrólisis de glucógeno cortical 


Tejido adiposo 


Síntesis de grasa 


Fuente: U. Kikkawa y Y. Nishizuka, reproducido con autorización de Annual Review of 
Cell Biology, vol. 2, O 1986, Annual Reviews Inc. 


Glándula lagrimal 


Aumento de la corriente de potasio 


Adaptado de M. J. Berridge, reproducido con autorización de Annual Review of Bio- 
chemistry, vol. 56, O 1987, Annual Reviews Inc. 
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Especificidad de las reacciones 
relacionadas con la proteína G 


Es evidente que una gran diversidad de agentes, entre ellos las 
hormonas, neurotransmisores y estímulos sensoriales, actúan 
mediante los GPCR y las proteínas G heterotriméricas para 
transmitir información a través de la membrana plasmática, lo 
que desencadena muchas y diversas respuestas celulares. Esto 
no significa que las diferentes partes de la maquinaria de trans- 
ducción de señales sean idénticas en todos los tipos celulares. 
El receptor para un ligando determinado puede encontrarse en 
varias versiones distintas (isoformas). Por ejemplo, los investiga- 
dores han identificado nueve isoformas diferentes del receptor 
adrenérgico que se une con la adrenalina y 15 isoformas dis- 
tintas del receptor para serotonina, un neurotransmisor potente 
que liberan las células nerviosas en algunas partes del cerebro y 
que regula las emociones. Las diversas isoformas pueden tener 
afinidad distinta por el ligando o interactuar con diferentes tipos 
de proteínas G. Las isoformas diversas de un receptor pueden 
coexistir en la misma membrana plasmática o encontrarse en 
membranas de tipos distintos de células blanco. Las proteínas 
G heterotriméricas que transmiten señales del receptor al efec- 
tor también pueden existir en múltiples isoformas, al igual que 
muchos de los efectores. Se han reconocido cuando menos 16 
subunidades diferentes de G,, cinco subunidades G, y 11 sub- 
unidades distintas de G, junto con nueve isoformas del efector 
adenilil ciclasa. Las diferentes combinaciones de las subunidades 
específicas construyen proteínas G con distintas capacidades de 
reacción con isoformas específicas de receptores y efectores. 

Como se menciona en la página 611, algunas proteínas G 
actúan mediante la inhibición de sus efectores. El mismo estí- 
mulo puede activar una proteína G estimulante (una con algu- 
na subunidad G) en una célula y una proteína G inhibidora 
(una con alguna subunidad G) en otra diferente. Por ejemplo, 
cuando la adrenalina se une con un receptor adrenérgico B en 
una célula de músculo cardiaco, se activa una proteína G con 
una subunidad G, lo cual estimula la producción de cAMP, lo 
que a su vez aumenta la velocidad y fuerza de la contracción. En 
cambio, cuando la adrenalina se une con un receptor adrenérgico 
a en una célula de músculo liso en el intestino, se activa una pro- 
teína G con una subunidad G,,, la cual inhibe la producción de 
cAMP e induce relajación del músculo. Por último, algunos re- 
ceptores adrenérgicos activan proteínas G con subunidades G, p 
que activan PLCB. Está claro que el mismo mensajero extrace- 
lular puede activar varias vías en distintas células. 


Regulación de los niveles de glucosa sanguínea 


Todos los tipos de células del cuerpo pueden utilizar glucosa 
como fuente de energía; se oxida a CO, y H,O por hidrólisis en 
el ciclo del ácido tricarboxílico, lo que brinda a las células el ATP 
que puede emplearse para impulsar las reacciones que requieren 
energía. El cuerpo mantiene las concentraciones de glucosa en la 
sangre en un intervalo estrecho. Como se expone en el capítulo 
3, el exceso de glucosa se almacena en las células animales en 
forma de glucógeno, un polímero grande y ramificado que consta 
de monómeros de glucosa unidos por enlaces glucosídicos. La 
hormona glucagon es producida por las células a: del páncreas en 
respuesta a concentraciones bajas de glucosa en la sangre. El glu- 
cagon estimula la degradación del glucógeno y libera la glucosa 


en el torrente sanguíneo, lo cual hace que sus valores aumenten 
ahí. La hormona insulina es producida por las células B del pán- 
creas en respuesta a altas concentraciones de glucosa y estimula 
la captación de ésta y su almacenamiento como glucógeno. Por 
último, la adrenalina (epinefrina), en ocasiones llamada hormona 
de “lucha o huida”, se produce en las glándulas suprarrenales en 
situaciones de estrés. La adrenalina incrementa las concentra- 
ciones sanguíneas de glucosa (la glucemia) para proporcionar al 
organismo la energía extra necesaria para enfrentar la situación 
estresante del momento. 

La insulina actúa a través de una proteína tirosina cinasa re- 
ceptora y su transducción de señales se expone en la página 631. 
En cambio, tanto el glucagon como la adrenalina actúan unién- 
dose al GPCR. El glucagon es una proteína pequeña formada 
por 29 aminoácidos, mientras que la adrenalina es una molécula 
pequeña derivada de la tirosina. En términos de estructura, estas 
moléculas no tienen nada en común, aunque ambas se unen al 
GPCR y estimulan la degradación del glucógeno a 1-fosfato de 
glucosa (fig. 15-10). Además, la unión a cualquiera de estas hor- 
monas inhibe a la enzima glucógeno sintasa que cataliza la reac- 
ción contraria en la cual se agregan unidades glucosa a las mo- 
léculas de glucógeno en crecimiento. Por lo tanto, dos estímulos 
diferentes (glucagon y adrenalina), reconocidos por receptores 
distintos, inducen la misma reacción en una misma célula blanco. 
Los dos receptores difieren sobre todo en la estructura del saco 
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FIGURA 15-10 Reacciones que conducen al almacenamiento o movili- 
zación de glucosa. Las actividades de dos de las enzimas clave en estas 
reacciones, la glucógeno fosforilasa y la glucógeno sintasa, están bajo el 
control de hormonas que actúan mediante vías de transducción de seña- 
les. La glucógeno fosforilasa se activa como respuesta al glucagon y a la 
adrenalina, mientras que la glucógeno sintasa se activa como reacción a 


la insulina (pág. 633). 
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FIGURA 15-11 La formación de CAMP a partir de ATP catalizado por acción de 
la adenilil ciclasa, una proteína integral de la membrana que se forma con dos 
partes, cada una con seis hélices transmembrana (mostradas en dos dimensiones). 
El sitio activo de la enzima se localiza en la superficie interna de la membrana, en 
una hendidura situada entre dos dominios citoplásmicos similares. La degradación 
del cAMP (no se muestra) se realiza mediante una fosfodiesterasa, la cual convierte 
al nucleótido cíclico en un 5' monofosfato. 


de unión con ligando en la superficie externa de la célula, que es 
específica para una u otra hormona. Después de la activación de 
sus ligandos respectivos, ambos receptores activan el mismo tipo 
de proteínas G heterotriméricas que elevan los niveles de CAMP. 


Movilización de glucosa: ejemplo de una reacción indu- 
cida por cAMP El cAMP se sintetiza por acción de la adenilil 
ciclasa, una proteína integral de la membrana cuyo dominio cata- 
lítico se encuentra en la superficie interna de la membrana plas- 
mática (fig. 15-11). El CAMP induce una respuesta que conduce 
a la movilización de glucosa mediante una cadena de reacciones, 


como se ilustra en la figura 15-12. El primer paso en esta cascada > 


de reacciones tiene lugar cuando la hormona se une con su recep- | 
tor, lo que activa la subunidad G, , la cual promueve un efector 
de la adenilil ciclasa. La enzima activada cataliza la formación de 
cAMP (pasos 1 y 2, fig. 15-12). 
Una vez formadas, las moléculas de cAMP se difunden en 
el citoplasma, donde se unen con un sitio alostérico en una sub- 
unidad reguladora de una proteína cinasa dependiente de CAMP 
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FIGURA 15-12 Respuesta de una célula hepática al glucagon o 
adrenalina. Los pasos de la reacción por la estimulación hormo- 
nal que conducen a la movilización de la glucosa se describen en el 
texto. Muchos de los pasos de la cascada de reacciones se acompa- 
ñan de una amplificación drástica de la señal. Los pasos que llevan 
a la amplificación se indican con grupos de flechas azules. 
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(proteína cinasa A, PKA) (paso 3, fig. 15-12). En su forma inacti- 
va, la PKA es un heterotetrámero formado por dos subunidades 
reguladoras (R) y dos catalíticas (C). En condiciones normales, 
las subunidades reguladoras inhiben la actividad catalítica de la 
enzima. La unión con CAMP hace que se separen las subunidades 
inhibidoras, con lo que se liberan las subunidades catalíticas de 
la PKA. Los sustratos de la PKA en una célula hepática incluyen 
dos enzimas que tienen una función crucial en el metabolismo 
de la glucosa, la glucógeno sintasa y la fosforilasa cinasa (pasos 4 
y 5). La fosforilación de la glucógeno sintasa inhibe su actividad 
catalítica, con lo que se impide la conversión de glucosa en glucó- 
geno. En cambio, la fosforilación de la fosforilasa cinasa activa la 
enzima para que catalice la transferencia de grupos fosfatos a las 
moléculas de glucógeno fosforilasa. Como descubrieron Krebs y 
Fischer, la adición de un solo grupo fosfato a un residuo especí- 
fico de serina en el polipéptido de la glucógeno fosforilasa activa 
esta enzima (paso 6), con lo que se estimula la degradación del 
glucógeno (paso 7). El 1-fosfato de glucosa que se forma en la 
reacción se convierte en glucosa, la cual se difunde a la corriente 
sanguínea y así llega a los otros tejidos del cuerpo (paso 8). 
Como pudiera esperarse, debe haber un mecanismo que 
revierta los pasos explicados antes; de lo contrario, la célula per- 
manecería en el estado activado por tiempo indefinido. Las célu- 
las hepáticas contienen fosfatasas que retiran los grupos fosfatos 
agregados por las cinasas. Un miembro particular de esta familia 
de enzimas, la fosfatasa 1, puede eliminar los fosfatos de todas las 
enzimas fosforiladas de la figura 15-12: fosforilasa cinasa, glucó- 
geno sintasa y glucógeno fosforilasa. La destrucción de las molé- 
culas de CAMP presentes en la célula se logra mediante la enzima 
fosfodiesterasa de cAMP, la cual ayuda a terminar la respuesta. 


Amplificación de señales La unión de una sola molécula de 
hormona con la superficie celular puede activar varias moléculas 
de la adenil ciclasa, cada una de las cuales da origen a una gran 
cantidad de mensajeros CAMP en un periodo corto de tiempo. 
Por lo tanto, la producción de un segundo mensajero representa 
un mecanismo para amplificar de manera considerable la señal 
emitida por el mensaje original. Muchos de los pasos de la cas- 
cada de reacciones ilustrada en la figura 15-12 producen la am- 
plificación de la señal (estos pasos se indican con las flechas azu- 
les). Las moléculas de CAMP activan la PKA. Cada subunidad 
catalítica de PKA fosforila una gran cantidad de moléculas de 
fosforilasa cinasa, las que a su vez fosforilan a una cantidad aún 
mayor de moléculas de glucógeno fosforilasa, que luego pueden 
catalizar la formación de una cantidad mucho mayor de fosfatos 
de glucosa. Por lo tanto, lo que comienza como un estímulo ape- 


nas perceptible en la superficie celular pronto se transforma en 
una movilización mayor de glucosa dentro de la célula. 


Otros aspectos de las vías de transducción de la señal 
del cAMP Aunque la mayor parte de los efectos rápidos y me- 
jor estudiados del cAMP se produce en el citoplasma, el núcleo 
y sus genes también intervienen en la respuesta. Una fracción de 
las moléculas de PKA activadas se traslada al núcleo, donde fos- 
forila proteínas nucleares claves (paso 9, fig. 15-12), en particular 
un factor de transcripción denominado CREB (proteína de unión 
con el elemento de respuesta a cAMP). La versión fosforilada de 
CREB se une como dímero en puntos sobre el DNA (fig. 15-12, 
paso 10), que contiene una secuencia particular de nucleótidos 
(TGACGTCA), conocida como elemento de respuesta al cAMP 
(CRE). Debe recordarse que en la página 514 se explicó que los 
elementos de respuesta son sitios en el DNA en los que se unen 
factores de transcripción y aumentan el ritmo de iniciación de la 
transcripción. Los CRE se localizan en las regiones reguladoras 
de los genes que participan en la respuesta al CAMP. Por ejemplo, 
en las células hepáticas, varias de las enzimas participantes en la 
eluconeogénesis, una vía en la que se forma glucosa a partir de 
intermediarios de la glucólisis (fig. 3-31), se codifican en genes 
que contienen los CRE cercanos. Por consiguiente, la adrenalina 
y el glucagon no sólo activan las enzimas catabólicas participan- 
tes en la degradación del glucógeno, sino que promueven tam- 
bién la síntesis de enzimas anabólicas necesarias para sintetizar 
glucosa a partir de precursores más pequeños. 

El cAMP se produce en muchas células diferentes como re- 
acción a una gran diversidad de distintos ligandos (es decir, pri- 
meros mensajeros). El cuadro 15-4 lista varias de las respuestas 
hormonales mediadas por CAMP en las células de los mamíferos. 
Las vías del CAMP también se han referido en procesos que ocu- 
rren en el sistema nervioso, como el aprendizaje, la memoria y la 
adicción a las drogas. Por ejemplo, el consumo crónico de opiáceos 
eleva los niveles de adenilil ciclasa y PKA, lo cual puede ser causa, 
al menos en parte, de las reacciones fisiológicas que se observan 
durante la abstinencia farmacológica. Otro nucleótido cíclico, el 
GMP cíclico, también actúa como segundo mensajero en cier- 
tas células, como lo ilustra la relajación inducida en las células de 
músculo liso que se explica en la página 641. El GMP cíclico tiene 
asimismo una función clave en la vía de señalización de la visión. 

Como el cAMP ejerce la mayor parte de sus efectos me- 
diante la activación de PKA, la reacción de una célula determi- 
nada al CAMP casi siempre depende de las proteínas específicas 
que se fosforilan por acción de esta cinasa (fig. 15-13). Aunque 
la activación de PKA en la célula hepática como respuesta a la 


CUADRO 15-4 Ejemplos de las reacciones que inducen las hormonas mediadas por cAMP 


Tejido Hormona Respuesta 

Hígado Adrenalina y glucagon Degradación de glucógeno, síntesis de glucosa (gluconeogénesis), inhibición 
de la síntesis de glucógeno 

Músculo esquelético Adrenalina Degradación de glucógeno, inhibición de la síntesis de glucógeno 

Músculo cardiaco Adrenalina Aumento de la contractilidad 

Tejido adiposo Adrenalina, ACTH y glucagon Catabolismo de triacilglicerol 

Riñón Vasopresina (ADH) Aumento de la permeabilidad de células epiteliales al agua 

Tiroides TSH Secreción de hormonas tiroideas 

Hueso Hormona paratiroidea Aumento de la resorción de calcio 

Ovario LH Mayor secreción de hormonas esteroideas 


ACTH 


Corteza suprarrenal 


Incremento de la secreción de glucocorticoides 
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FIGURA 15-13 Ilustración de la variedad de procesos que pueden afectar- 
se por los cambios de la concentración de cAMP. Se cree que todos estos 
efectos están mediados por la activación de la misma enzima, la proteína ci- 
nasa A. En realidad, la misma hormona puede inducir reacciones muy dife- 
rentes en distintas células, incluso cuando se une con el mismo receptor. Por 
ejemplo, la adrenalina se une con un receptor similar adrenérgico f en las 
células hepáticas, células adiposas y en las de músculo liso del intestino, lo 
que induce la producción de cAMP en los tres tipos celulares. Sin embargo, 
las respuestas son muy distintas: en la célula hepática se degrada glucógeno, 
en la célula adiposa se degradan triacilgliceroles y las células de músculo liso 
se someten a relajación. Se sabe que además de la PKA, el CAMP interac- 
túa con conductos iónicos, fosfodiesterasas y GEF (pág. 628). 


adrenalina conduce a la degradación del glucógeno, la activación 
de la misma enzima en una célula del túbulo renal como reacción 
a la vasopresina produce una mayor permeabilidad de la mem- 
brana al agua y en una célula tiroidea como respuesta a la TSH 
conduce a la secreción de la hormona tiroidea. Es claro que la 
PKA debe fosforilar diferentes sustratos en cada uno de estos 
tipos celulares, con lo cual vincula el incremento de las concen- 
traciones de CAMP inducido por adrenalina, vasopresina y TSH 
con diferentes respuestas fisiológicas. 

Se han descrito más de cien sustratos de PKA. La mayor 
parte de ellos realizan funciones separadas, lo cual hace surgir la 
interrogante de cómo es que la PKA fosforila los sustratos apro- 
piados en respuesta a un estímulo específico en un tipo celular 
específico. La respuesta se obtuvo en parte de la observación de 
que diferentes células expresan diferentes sustratos de PKA y en 


Receptor 
de AMPA 


Receptor 
de NMDA 


Citoesqueleto 


FIGURA 15-14 Representación esquemática de los complejos de seña- 
lización AKAP que operan en diferentes compartimientos subcelula- 
res. La AKAP en cada uno de estos complejos proteínicos se representa 
por medio de la barra púrpura. En cada caso, la AKAP forma un an- 
damiaje que une una molécula de PKA con los sustratos potenciales y 
otras proteínas implicadas en la vía de señalización, incluidas fosfatasas 


Membrana plasmática 
(transporte) 


parte del descubrimiento de proteínas fijadoras de PKA o AKAP, 
que funcionan como centros de señalización. Las primeras 
AKAP se descubrieron como proteínas copurificadas con PKA. 
Desde entonces se han descubierto más de 30 AKAP, algunas 
de las cuales se muestran en la figura 15-14. Como se indica en 


Conducto 
de Ca?* tipo L 


Membrana 
plasmática 
— F Microtúbulos 


(triángulos verdes) que pueden eliminar los grupos fosfatos agregados. 
Las AKAP mostradas aquí dirigen la PKA a varios compartimientos 
distintos, incluidos membrana plasmática, mitocondria, citoesqueleto, 
centrosoma y núcleo. (REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE W. WonG 
AND J. D. Scorr, NATURE Reviews MoL. CELL Bior. 5:961, 2004; 
© COPYRIGHT 2004, PoR MACMILLAN JOURNALS LIMITED.) 
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esta figura, las AKAP proporcionan un marco estructural para 
coordinar interacciones proteína-proteína secuestrando PKA en 
sitios específicos de la célula. En consecuencia, la PKA se acu- 
mula en estrecha proximidad con uno o más sustratos. Cuando 
las concentraciones de cAMP aumentan y se activa la PKA, los 
sustratos necesarios están a la mano y son los primeros en ser 
fosforilados. Así, la selección de sustratos es en parte consecuen- 
cia de la localización de PKA en presencia de sustratos espe- 
cíficos. Diferentes células expresan diferentes AKAP, de lo que 
resulta la localización de PKA cerca de diferentes sustratos y por 
tal motivo la fosforilación de diferentes sustratos después de un 
aumento en la concentración de cAMP. Es interesante observar 
que, a diferencia de la mayoría de las proteínas con función si- 
milar, las AKAP tienen diversas estructuras, lo cual sugiere que 
la evolución dirigió distintos tipos de proteínas a realizar una 
actividad similar en la señalización celular. 


La función de los GPCR 
en la percepción sensorial 


La capacidad de los seres humanos para ver, percibir sabores y 
olores depende en buena medida de los GPCR. Antes se men- 
cionó que la rodopsina, cuya estructura se mostró en la figura 
15-40, es un GPCR. La rodopsina es la proteína sensible a la luz 
presente en los bastones de la retina, que son las células fotorre- 
ceptoras que responden a la baja intensidad de luz y proporcio- 
nan las imágenes en blanco y negro del ambiente por la noche o 
en una habitación oscura. En los conos de la retina existen varios 
GPCR muy relacionados que suministran la capacidad para la 
visión a color cuando la luz es más intensa. La absorción de un 
solo fotón induce un cambio en la conformación en la molécula 
de rodopsina, la cual transmite la señal a una proteína G hete- 
rotrimérica (llamada transducina), que a su vez activa al efector 
unido. En este caso, el efector es la enzima fosfodiesterasa de 
cGMP, que hidroliza al nucleótido cGMP, un segundo mensaje- 
ro con estructura similar al CAMP (fig. 15-11). El cGMP tiene 
un cometido importante en la excitación visual en los bastones 
de la retina. 

En la oscuridad, las concentraciones de cGMP permanecen 
altas y por tanto este compuesto es capaz de unirse a conduc- 
tos de sodio accionados por cGMP en la membrana plasmá- 
tica, lo cual mantiene dichos conductos en una configuración 
abierta. La activación de fosfodiesterasa de cGMP da por re- 
sultado concentraciones más bajas de cGMP, lo que ocasiona el 
cierre de los conductos de sodio. Esta respuesta, inusual en el 
sentido de que es inducida por un decremento en la concen- 
tración de un segundo mensajero, puede hacer que se generen 
potenciales de acción a lo largo del nervio óptico. 

El sentido del olfato depende de los impulsos nerviosos 
transmitidos por las neuronas olfatorias desde el epitelio que re- 
cubre la parte superior de la cavidad nasal hasta el bulbo olfato- 
rio, que se localiza en la base del cerebro. Las puntas distales de 
estas neuronas, que se encuentran en el epitelio nasal, contienen 
receptores olfatorios, que son GPCR capaces de unirse con varias 
sustancias que ingresan a la nariz. Los receptores olfatorios de los 
mamíferos fueron identificados por primera vez en 1991 por Lin- 
da Buck y Richard Axel de la Columbia University. Se estima que 
los seres humanos expresan apenas 400 receptores olfatorios di- 
ferentes que, en conjunto, pueden combinarse con una gran varie- 


dad de estructuras químicas distintas (odorantes).' Cada neurona 
olfatoria contiene sólo uno de los cientos de receptores olfatorios 
diferentes codificados en el genoma y, por consiguiente, sólo reac- 
ciona a una o unas cuantas sustancias relacionadas. Como resulta- 
do, la activación de distintas neuronas que contienen diversos re- 
ceptores olfatorios proporciona la percepción de diversos aromas. 
Las mutaciones en un gen específico que codifica un receptor 
olfatorio particular pueden incapacitar a una persona a reconocer 
una sustancia particular en el ambiente, que el resto de los indivi- 
duos sí pueden percibir. Cuando los activan los ligandos unidos, 
se cree que los receptores olfatorios emiten señales a través de las 
proteínas G heterotriméricas a la adenilil ciclasa, lo que conduce 
a la síntesis de CAMP y la abertura de un conducto catiónico 
activado por CAMP. Esta respuesta da lugar a la generación de 
potenciales de acción que se transmiten al cerebro. 

La percepción de sabores tiene una discriminación mucho 
menor que la percepción de olores. Cada célula receptora gusta- 
tiva de la lengua transmite una sensación de una de sólo cuatro 
cualidades básicas del sabor: salado, ácido, dulce o amargo. (Un 
quinto tipo de célula receptora al sabor responde a los amino- 
ácidos aspartato y glutamato, así como a nucleótidos de purina, lo 
que genera la percepción de que un alimento es “sabroso”. Esta es 
la razón por la que a menudo se agregan glutamato monosódico y 
el guanilato disódico a los alimentos procesados para intensificar 
el sabor.) La percepción de que un alimento o bebida son salados 
o ácidos proviene de manera directa de los iones sodio o los pro- 
tones en el alimento. Se propone que dichos iones ingresan a los 
conductos catiónicos en la membrana plasmática de la célula re- 
ceptora del gusto, lo que conduce ala despolarización de la mem- 
brana (pág. 161). En cambio, la percepción de que el alimento es 
amargo o dulce depende de la interacción de un compuesto con 
un GPCR en la superficie de una célula receptora. Los seres hu- 
manos codifican una familia de alrededor de 30 receptores para 
sabor amargo llamados T2R, que se unen con la misma proteína 
G heterotrimérica. Como grupo, estos receptores del gusto se 
unen con un conjunto diverso de compuestos distintos, incluidos 
alcaloides vegetales o cianuros, que inducen un sabor amargo en 
la boca. En su mayor parte, las sustancias que suscitan esta per- 
cepción son compuestos tóxicos que inducen una respuesta pro- 
tectora de disgusto que hace a la persona expulsar la sustancia de 
la boca. A diferencia de las células olfatorias que contienen una 
sola proteína receptora, una sola papila gustativa que despierta la 
sensación amarga contiene varios receptores T2R que responden 
a sustancias nocivas no relacionadas. Como resultado, se cree que 
muchas sustancias diversas inducen el mismo sabor básico, lo que 
significa tan sólo que el alimento ingerido es amargo y desagra- 
dable. En cambio, es probable que un alimento que induce un 
sabor dulce contenga carbohidratos ricos en energía. Los estu- 
dios recientes sugieren que las personas poseen sólo un receptor 
de alta afinidad para el sabor dulce y que responde a los azúcares 
y los edulcorantes artificiales. Por fortuna, cuando se mastica, el 
alimento libera sustancias odoríferas que se desplazan por la fa- 
ringe hasta las células receptoras olfatorias de la mucosa nasal, lo 
que posibilita que el cerebro diferencie mucho más en la comida 


1E] genoma humano contiene unos 1000 genes que codifican receptores 
olfatorios, pero casi todos se hallan en la forma de seudogenes no funcionales 
(pág. 402). Los ratones, que dependen más que los seres humanos de su sentido 
del olfato, tienen más de 1000 de estos genes en su genoma, pero el 95% de 
ellos codifica receptores funcionales. 
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consumida que en los mensajes relativamente simples que sumi- 
nistran los receptores gustativos. Esta información combinada de 
las neuronas olfatorias y gustativas es la que proporciona el rico 
sentido del gusto. La importancia de las neuronas olfatorias en la 
percepción del gusto se torna más evidente cuando un resfriado 
impide reconocer parte del sabor de los alimentos. 


REVISIÓN 


1. ¿Cuál es la participación de las proteínas G en una vía 
de señalización? 

2. Describa el experimento de Sutherland que condujo al 
concepto del segundo mensajero. 

3. ¿Qué significa el término amplificación respecto de la 
transducción de señales?, ¿cómo es que el uso de una 
cascada de reacciones provoca amplificación de una 
señal?, ¿cómo incrementa esto las posibilidades de 
regulación metabólica? 

4. ¿De qué manera el mismo primer mensajero, como 
la adrenalina, puede inducir diferentes reacciones en 
distintas células blanco y cómo el mismo segundo 
mensajero, como el cAMP, también es capaz de suscitar 
diferentes respuestas en distintas células blanco?; por 
último ¿de qué forma distintos estímulos pueden iniciar 
la misma respuesta, como la degradación del glucógeno? 

5. Describa los pasos que llevan de la síntesis de CAMP 
en la superficie interna de la membrana plasmática de 
una célula hepática a la liberación de glucosa hacia la 
corriente sanguínea. ¿Cómo controlan el proceso las 
GRK y la arrestina y cómo las fosfatasas de proteína y 
la fosfodiesterasa de CAMP? 

6. Describa los pasos entre la unión de un ligando 
como el glucagon a un receptor con siete dominios 
transmembrana y la activación de un efector como 
la adenilil ciclasa. ¿Cómo se atenúa esta respuesta en 
condiciones normales? 

7. ¿Cuál es el mecanismo de formación del segundo 
mensajero 1P,?, ¿cuál es la relación entre la formación 
de IP, y el aumento de la [Ca?*] intracelular? 

8. Describa la relación entre el fosfatidilinositol, 
diacilglicerol, iones de calcio y proteína cinasa C. ¿De 
qué manera los ésteres de forbol interfieren con las vías 
de señalización que incluyen diacilglicerol? 
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Las proteínas tirosinas cinasas son enzimas que fosforilan resi- 
duos específicos de tirosina en sustratos proteínicos. La fosfori- 
lación de proteína tirosina es un mecanismo para la transducción 
de señales que apareció con la evolución de los organismos mul- 
ticelulares. En el genoma humano se codifican más de 90 pro- 
teínas tirosinas cinasas diferentes que participan en la regulación 
del crecimiento, división, diferenciación, supervivencia, unión 
con la matriz extracelular y migración de las células. La expresión 
de proteínas tirosinas cinasas mutantes que no puede regularse 
y se mantienen en actividad constante puede causar división ce- 


lular descontrolada y cáncer. Por ejemplo, un tipo de leucemia 
ocurre en las células que contienen una versión no regulada de 
las proteínas tirosinas cinasas ABL. 

Las proteínas tirosinas cinasas pueden dividirse en dos 
grupos: proteínas tirosinas cinasas receptoras (RTK), que son 
proteínas integrales de membrana que contienen una sola hélice 
transmembrana y un dominio extracelular para unión con ligan- 
do, y proteínas tirosinas cinasas citoplásmicas. El genoma humano 
codifica casi 60 RTK y 32 TK no receptoras. Las RTK se acti- 
van en forma directa por factores de crecimiento y diferenciación 
extracelulares, como el factor de crecimiento epidérmico (EGF) 
y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), o por 
reguladores metabólicos como la insulina. Las proteínas tirosi- 
nas cinasas no receptoras son reguladas en forma indirecta por 
señales extracelulares, y controlan procesos tan diversos como la 
reacción inmunitaria, la adhesión celular y la migración de célu- 
las neuronales. Esta sección del capítulo se enfoca en la transduc- 
ción de señales por proteína tirosina cinasa. 


Dimerización del receptor Hay una pregunta obvia que vie- 
ne ala mente cuando se considera la mecánica de la transducción 
de señales. ¿De qué forma la presencia de un factor de crecimien- 
to fuera de la célula se traduce en cambios bioquímicos dentro 
de ella? Las investigaciones sobre las proteínas tirosinas cinasas 
señalan que la unión con ligando conduce a la dimerización de 
los dominios extracelulares para la unión con el ligando de un par 
de receptores. Se han reconocido dos mecanismos para la dime- 
rización del receptor: dimerización mediada por un ligando y la 
dimerización mediada por un receptor (fig. 15-15). El trabajo ini- 
cial sugiere que los ligandos de las RTK contienen dos sitios para 
unión con el receptor. Esto hizo posible que una sola molécula de 
factor de crecimiento o diferenciación se una con dos receptores 
al mismo tiempo, lo que causa la dimerización del receptor me- 
diada por ligando (fig. 15-15a). Este modelo se respaldó con la 
observación de que los factores de crecimiento y diferenciación, 
como el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) 
o el factor estimulante de colonias 1 (CSF-1) se componen de 
dos subunidades similares o idénticas unidas por un disulfuro, y 
cada subunidad contiene un sitio para unión con el receptor. Sin 
embargo, no todos los factores de crecimiento parecen adaptarse 
a este modelo. En fechas más recientes se estableció que algunos 
factores de crecimiento contienen sólo un sitio para unión con 
receptor. Ahora, el trabajo estructural apoya un segundo meca- 
nismo (fig. 15-154) en el que la unión con el ligando induce un 
cambio en la conformación en el dominio extracelular de un re- 
ceptor, lo que conduce a la formación o exposición de una interfa- 
se de dimerización de receptor. Con este mecanismo, los ligandos 
actúan como reguladores alostéricos que activan la capacidad de 
sus receptores para formar dímeros. Sin importar cuál sea el me- 
canismo, la dimerización del receptor da lugar a la yuxtaposición 
de dos dominios de proteínas tirosinas cinasas en el lado citoplás- 
mico de la membrana plasmática. Al poner en contacto estrecho a 
dos dominios cinasa, se permite la transautofosforilación, en la que 
la actividad de proteínas tirosinas cinasas de un receptor del dí- 
mero fosforila los residuos de tirosina en el dominio citoplásmico 
del otro receptor del dímero y viceversa (fig. 15-15a,b). 


Activación de la proteína cinasa Los sitios de autofosfori- 
lación tienen una función doble: regulan la actividad de cinasa y 
funcionan como sitios de unión para las moléculas de señaliza- 
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(a) 


FIGURA 15-15 Pasos en la activación de una proteína tirosina cinasa 
receptora (RTK). (a) Dimerización mediada por ligando. En el estado 
no activado, los receptores se encuentran en la membrana como mo- 
nómeros. La unión de un ligando bivalente induce la dimerización di- 
recta del receptor y la inducción de su actividad cinasa, lo que hace que 
agregue grupos fosfato al dominio citoplásmico de la otra subunidad 
receptora. Los residuos recién formados de fosfotirosina del receptor, 
sirven como sitios de unión para las proteínas blanco que contienen do- 
minios SH2 o PTB. Las proteínas blanco, se activan como resultado de 
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su interacción con el receptor. (4) Dimerización mediada por el receptor. 
La secuencia de fenómenos es similar a la de la parte a, excepto porque 
la molécula de ligando es monovalente y, por consiguiente, una molécula 
de ligando se une con cada uno de los monómeros inactivos. La unión de 
cada ligando induce un cambio de conformación en el receptor que crea 
una interfase de dimerización (flechas rojas). Los monómeros unidos 
con el ligando interactúan mediante esta interfase para convertirse en un 
dímero activo. (BASADA EN UN DIBUJO DE J. SCHLESSINGER Y A. ULL- 
RICH, NEURON 9:384, 1992; CON AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 
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ción citoplásmica. La actividad de cinasa casi siempre se regula 
mediante autofosforilación, en los residuos de tirosina presentes 
en el asa de activación del dominio de cinasa. Cuando el asa de 
activación no está fosforilada, se obstruye el sitio para unión con 
el sustrato, lo que impide la entrada de ATP. Después de su fos- 
forilación, el asa de activación se estabiliza en una posición aleja- 
da del sitio de unión con el sustrato, lo que produce la activación 
del dominio cinasa. Una vez que se activa el dominio cinasa, las 
subunidades receptoras se fosforilan una a la otra en los residuos 
de tirosina presentes en las regiones adyacentes al dominio ci- 
nasa. Estos sitios de autofosforilación son los que actúan como 
sitios de unión para las proteínas de señalización celular. 


Interacciones proteína-proteína dependientes de la fos- 
fotirosina Las vías de señalización consisten en una cadena de 
proteínas de señalización que interactúan una con la otra en una 
secuencia (fig. 15-3). Las proteínas de señalización son capaces 
de relacionarse con los receptores de proteínas tirosinas cinasas 
activados porque contienen dominios que se unen de manera 
específica con residuos de tirosina fosforilados (como en la fig. 
15-15). Hasta ahora se han identificado dos de estos dominios: 
el dominio Src-homología 2 (SH2) y el dominio de unión con fosfo- 
tirosina (PTB). Al principio, los dominios SH2 se identificaron 
como parte de las proteínas tirosinas cinasas codificadas por ge- 
nomas de virus causantes de tumores (oncógenos). Se integran 
con alrededor de 100 aminoácidos y poseen un saco de unión 
conservado en el que se adapta el residuo de tirosina fosforila- 
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FIGURA 15-16 Interacción entre un dominio SH2 de una proteína y un 
péptido que contiene un residuo de fosfotirosina. El dominio SH2 de 
la proteína se muestra en una vista cortada con la superficie accesible re- 
presentada por puntos rojos y la columna del polipéptido como un listón 
púrpura. El heptapéptido que contiene fosfotirosina (Pro-Asn-pTir- 
Glu-Glu-Ile-Pro) se muestra como un modelo que lena el espacio, cu- 
yas cadenas laterales se colorearon de verde y la columna de amarillo. 
El grupo fosfato se muestra en azul claro. Se advierte que el residuo de 
tirosina fosforilado y el residuo de isoleucina (+3) se proyectan en sacos 
sobre la superficie del dominio SH2, generando una estrecha interac- 
ción, pero sólo cuando el residuo de tirosina clave se fosforila. (TomaDA 
DE GABRIEL WAKSMAN ET AL., POR CORTESÍA DE JoHN KurtYAN. CELL 
72:783, 1993; CON AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 


do (fig. 15-16). En el genoma humano se codifican más de 110 
dominios SH2. Éstos median una gran cantidad de interaccio- 
nes proteína-proteína, que son dependientes de la fosforilación. 
Tales interacciones ocurren después de la fosforilación de resi- 
duos de tirosina específicos. La especificidad de las interacciones 
depende de la secuencia de aminoácidos adyacente inmediata 
a los residuos de tirosina fosforilados. Por ejemplo, el dominio 
SH2 de proteínas tirosinas cinasas Src reconoce pTir-Glu-Glu- 
Ile, mientras que los dominios SH2 de la cinasa PI 3 se unen 
a pTir-Met-X-Met (donde X puede ser cualquier residuo). Es 
interesante señalar que el genoma de las levaduras con gemación 
codifica sólo una proteína con dominio SH2, lo que se relaciona 
con la falta general de actividad de señalización de proteínas ti- 
rosinas cinasas en estos eucariotas unicelulares inferiores. 

Los dominios PTB se descubrieron hace menos tiempo. 
Pueden unirse con residuos de tirosina fosforilada que casi siem- 
pre se encuentran como parte de un motivo asparagina-proli- 
na-X-tirosina (Asn-Pro-X-Tir). Sin embargo, el asunto es más 
complicado porque algunos dominios PT'B parecen unirse de 
manera específica con un motivo Asn-Pro-X-Tir no fosforilado, 
mientras que otros se unen de manera específica con el motivo 
fosforilado. Los dominios PTB no están bien conservados y dis- 
tintos dominios PTB poseen diferentes residuos que interactúan 
con sus ligandos. 


Activación de las vías de señalización en dirección 3' (co- 
rriente abajo) Ya se explicó que las proteínas tirosinas cinasas 
receptoras (RTK) se fosforilan a sí mismas en uno o más residuos 
de tirosina. En el citoplasma existen diversas proteínas de señali- 
zación con dominios SH2 o PTB. Por lo tanto, la activación del 
receptor conduce a la formación de complejos de señalización, en 
los que las proteínas de señalización que contienen SH2 o PT'B 
se unen con sitios de autofosforilación específicos presentes en 
el receptor (como en la fig. 15-15). Se pueden distinguir varios 
grupos de proteínas de señalización, incluidas proteínas adap- 
tadoras, proteínas de acoplamiento, factores de transcripción y 


enzimas (fig. 15-17). 


E Las proteínas adaptadoras funcionan como vínculos que 
permiten a dos o más proteínas de señalización unirse como 
parte de un complejo de señalización (fig. 15-174). Las pro- 
teínas adaptadoras contienen un dominio SH2 y uno o más 
dominios adicionales de interacción proteína-proteína. Por 
ejemplo, la proteína adaptadora Grb2 muestra un dominio 
SH2 y dos SH3 (Src-homología 3) (fig. 15-18). Como se 
muestra en la página 61, los dominios SH3 se unen a motivos 
con secuencias ricas en prolina. Los dominios SH3 de Grb2 
se unen de manera constitutiva con otras proteínas como Sos 
y Gab. El dominio SH2 se une con los residuos fosforilados 
de tirosina dentro de un motivo Tir-X-Asn. Por consiguien- 
te, la fosforilación de tirosina del motivo Tir-X-Asn de una 
RTK produce la translocación de Grb2-Sos o Grb2-Gab del 
citosol a un receptor, el cual se encuentra en la membrana 
plasmática (fig. 15-174). 

m Las proteínas de acoplamiento (docking proteins), como las 
IRS, aportan ciertos receptores con sitios adicionales para 
fosforilación de tirosina (fig. 15-175). Las proteínas de aco- 
plamiento contienen un dominio PTB o un dominio SH2 
y varios sitios para fosforilación de tirosina. La unión de un 
ligando extracelular con un receptor conduce a la autofosfori- 
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FIGURA 15-17 Diversas proteínas de señalización. Las células con- 
tienen muchas proteínas con dominios SH2 o PTB que se unen con 
residuos de tirosina fosforilada. (a) Las proteínas adaptadoras, como la 
Grb2, funcionan como un vínculo con otras proteínas. Como se muestra 
aquí, Grb2 puede servir como vínculo entre un factor de crecimiento 
RTK activado y Sos, un activador de una proteína en dirección 3' llama- 
da Ras. La función de Ras se describe más adelante. (5) La proteína de 
acoplamiento IRS contiene un dominio PTB que le permite unirse con 
el receptor activado. Una vez unidos, el receptor fosforila a los residuos 
de tirosina en la proteína de acoplamiento. Estos residuos fosforilados 

Grb2 funcionan como sitios de unión para otras proteínas de señalización. (c) 
(a) Ciertos factores de transcripción se unen con las RTK activadas, un fe- 
nómeno que conduce a la fosforilación y activación del factor de trans- 
cripción y su traslado al núcleo. Los miembros de la familia STAT de 
factores de transcripción (descritos mejor en la sección 17.4) se activan 
de esta manera. (4) Una gran variedad de enzimas de señalización se 
activa después de unirse con una RTK activada. En el caso mostrado 
aquí, una fosfolipasa (PLC-y), una lipasa (PI3K) y una proteína tirosina 
Dominio fosfatasa (Shp2) se unieron con sitios de fosfotirosina en el receptor. 
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FIGURA 15-18 Estructura terciaria de una proteína adaptadora, Grb2. 
Grb2 se forma con tres partes: dos dominios SH3 y uno SH2. Los domi- 
nios SH2 se unen con una proteína (p. ej., el receptor EGF activado) que 
contiene un motivo particular que incluye un residuo de fosfotirosina. 
Los dominios SH3 se unen con una proteína (p. ej., Sos) que posee un 
motivo particular rico en residuos de prolina. Se han identificado docenas 
de proteínas que tienen estos dominios. Las interacciones que implican 
dominios SH3 y SH2 se muestran en las figuras 2-40 y 15-16, respec- 
tivamente. Otras proteínas adaptadoras incluyen Nck, She y Crk. (RE- 
IMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE SÉBASTIEN MAIGNAN ET AL. SCIENCE 
268:291, 1995; O COPYRIGHT 1995, AMERICAN ASSOCIATION FOR THE 
ADVANCEMENT OF SCIENCE. CORTESÍA DE ARNAUD DucruIx.) 
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lación del receptor, lo cual proporciona un sitio para la unión 
del dominio PTB o SH2 de la proteína de acoplamiento. 
Una vez unidos, el receptor fosforila los residuos de tirosina 
presentes en la proteína de acoplamiento. Estos sitios de fos- 
forilación actúan luego como sitios de unión para moléculas 
adicionales de señalización. Las proteínas de acoplamiento 
suministran versatilidad al proceso de señalización porque la 
capacidad del receptor para activar las moléculas de señaliza- 
ción puede variar con tales proteínas que se expresen en una 
célula particular. 


m En el capítulo 12 se explicaron con detalle los factores de 
transcripción; aquellos que pertenecen a la familia STAT 
tienen una participación importante en la función del siste- 
ma inmunitario (explicado en la sección 17.4). Las proteínas 
STAT poseen un dominio SH2 junto con un sitio de fosfori- 
lación de tirosina que actúa como sitio de unión para el domi- 
nio SH2 de otra molécula STAT (fig. 15-17c). La fosforila- 
ción de tirosina de los sitios de unión SH2 de STAT situados 
dentro de un receptor dimerizado conduce al reclutamiento 
de proteínas STAT (fig. 15-170). Cuando se relacionan con el 
complejo receptor, los residuos de tirosina de estas proteínas 
STAT se fosforilan. Como resultado de la interacción entre el 
residuo de tirosina fosforilado en una proteína STAT y el do- 
minio SH2 de una segunda proteína STAT, y viceversa, estos 
factores de transcripción forman dímeros. Los dímeros, mas 
no los monómeros, se desplazan al núcleo, donde estimulan la 
transcripción de genes específicos participantes en una reac- 
ción inmunitaria. 

Em Las enzimas de señalización incluyen proteínas cinasas, pro- 
teínas fosfatasas, cinasas de lípidos, fosfolipasas y proteínas ac- 
tivadoras de GTP-asa. Cuando estas enzimas están equipadas 
con dominios SH2, se relacionan con RTK activadas y se ac- 
tivan en forma directa o indirecta como efecto de esta relación 
(fig. 15-174). Se han identificado tres mecanismos generales 
por los cuales se activan estas enzimas después de su vincula- 
ción con un receptor. Las enzimas pueden activarse tan sólo 
como resultado de la translocación a la membrana, lo que las 
aproxima mucho a sus sustratos. Las enzimas también pueden 
activarse mediante un mecanismo alostérico (pág. 113), en el 
que la unión con una fosfotirosina produce un cambio en la 
conformación en el dominio SH2, que a su vez ocasiona un 
cambio en la conformación del dominio catalítico, lo que de- 
riva en un cambio de la actividad catalítica. Por último, las en- 
zimas pueden regularse directamente por fosforilación. Como 
se describe más adelante, las proteínas de señalización que se 
relacionan con RTK activadas inician cascadas de fenómenos 
que inducen los cambios bioquímicos necesarios para respon- 
der a la presencia de moléculas mensajeras extracelulares. 


Terminación de la respuesta La transducción de la señal 
por parte de las RTK casi siempre se termina con la interiori- 
zación del receptor. Aún se investiga el mecanismo exacto que 
causa dicha interiorización. Existe un mecanismo que implica 
la participación de una proteína de unión con receptor llamada 
Cb1. Cuando las RTK se activan por la unión de ligandos, auto- 
fosforilan los residuos de tirosina, los cuales pueden actuar como 
sitio de unión para Cbl, que tiene un dominio SH2. Luego, la 
Cb1 se relaciona con el receptor y lleva una enzima capaz de unir 


una molécula de ubiquitina con éste. La ubiquitina es una proteí- 
na pequeña que se une de manera covalente con otras proteínas, 
con lo que las marca para la interiorización (pág. 305) o degra- 
dación (pág. 530). La unión del complejo Cb1 con los receptores 
activados va seguida por la unión del receptor con ubiquitina, la 
interiorización del receptor y en la mayor parte de los casos la 
degradación en un lisosoma. 

Una vez que se han explicado algunos de los mecanismos 
generales mediante los cuales las RTK pueden activar las vías de 
señalización, es posible revisar con más detalle un par de vías im- 
portantes de las RTK que se activan en dirección 3'. Primero se 
describe la vía cinasa de Ras-MAP, que tal vez sea la cascada de 
señalización mejor caracterizada que se inicia con las proteínas 
tirosinas cinasas activadas. Se describe una cascada distinta en 
relación con el receptor para insulina. 


La vía de cinasa de Ras-MAP 


Los retrovirus son virus pequeños que portan su información 
genética en forma de RNA. Algunos de estos virus contienen 
genes, llamados oncogenes, que les permiten transformar célu- 
las normales en células tumorales. Al principio, Ras se describió 
como el producto de un oncogén retroviral y sólo hasta después 
se determinó que proviene del mamífero hospedador. Luego se 
descubrió que cerca del 30% de todos los cánceres humanos con- 
tienen versiones mutantes de los genes RAS. En este momento 
es importante señalar que las proteínas Ras son parte de una 
superfamilia de más de 150 pequeñas proteínas G, incluidas las 
Rabs (pág. 295), Sar1 (pág. 290) y Ran (pág. 480). Tales proteínas 
intervienen en la regulación de numerosos procesos, como divi- 
sión celular, diferenciación, expresión génica, organización del 
citoesqueleto, tráfico de vesículas y transporte nucleocitoplásmi- 
co. Los principios expuestos en relación con la Ras se aplican a 
muchos miembros de la superfamilia de proteínas G pequeñas. 
Ras es una pequeña GT'P-asa que se mantiene en la super- 
ficie interna de la membrana plasmática por un grupo lipídico 
que se incrusta en la hoja interna de la bicapa (fig. 15-174). La 
función de Ras es similar a las proteínas G heterotriméricas que 
se describieron antes y, como estas proteínas, Ras también ac- 
túa como un temporizador molecular. Sin embargo, a diferencia 
de las proteínas G heterotriméricas, Ras consiste sólo en una 
sola subunidad pequeña. Las proteínas Ras se encuentran en dos 
formas distintas: una forma activa unida con GT'P y una forma 
inactiva unida con GDP (fig. 15-194). Ras-GTP se une y activa 
proteínas de señalización en dirección 3". Ras se desactiva por la 
hidrólisis de su GTP unido a GDP. Las mutaciones en el gen 
RAS humano que derivan en la formación de tumores previe- 
nen que la proteína hidrolice al GTP de nueva cuenta en GDP. 
Como resultado, la versión mutante de Ras permanece en la po- 
sición “encendida” y envía un mensaje continuo por la vía de se- 
ñalización, lo que mantiene a la célula en su modo proliferativo. 
El ciclo de las proteínas G monoméricas, como Ras, entre 
sus estados activo e inactivo, se favorece por medio de proteínas 
accesorias que se unen con la proteína G y regulan su actividad 
(fig. 15-190). Estas proteínas accesorias incluyen las siguientes: 


1. Proteínas activadoras de GTP-asa (GAP). La mayor parte de 
los monómeros de proteínas G tienen cierta capacidad para 
hidrolizar un GTP unido, pero su capacidad se acelera de for- 
ma notoria con la interacción con GAP específicas. Como 
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FIGURA 15-19 Estructura de una proteína G y el ciclo de la proteína 
G. (a) Comparación de la estructura terciaria del estado activo unido 
con GTP (rojo) y el estado inactivo unido con GDP (verde) de la pe- 
queña proteína G Ras. Se muestra un nucleótido de guanina unido en la 
forma de esferas y cilindros. Las diferencias de la conformación ocurren 
en dos regiones flexibles de la molécula que se conocen como interrup- 
tores I y II. La diferencia de la conformación mostrada aquí afecta la 
capacidad de la molécula para unirse con otras proteínas. (5) Ciclo de 
la proteína G. Las proteínas G se hallan en su estado inactivo cuando se 
les une una molécula de GDP. Si la proteína G inactiva interactúa con 
un inhibidor de disociación de nucleótido de guanina (GDI), se inhibe 
la liberación de GDP y la proteína permanece en el estado inactivo (paso 
1a). Si la proteína G inactiva interactúa con un factor de intercambio 
de nucleótido de guanina (GEF, paso 1b), la proteína G intercambia su 


estimulan la hidrólisis del GTP unido, que desactiva la pro- 
teína G, las GAP reducen mucho la duración de una reacción 
mediada por proteína G. Las mutaciones en uno de los genes 
Ras-GAP (NF1) causan neurofibromatosis 1, una enferme- 
dad en la que los pacientes desarrollan grandes cantidades de 
tumores benignos (neurofibromas) a lo largo de las vainas que 
recubren los troncos nerviosos. 

2. Factores de intercambio de nucleótido de guanina (GEF). Una 
proteína G inactiva se convierte en su forma activa cuando el 
GDP unido se sustituye por GTP. Los GEF son proteínas 
que se unen con su proteína G monomérica inactiva y esti- 
mulan la disociación del GDP unido. Una vez que se libera 
el GDP, la proteína G se une pronto con un GTP, que se 
encuentra en concentraciones relativamente elevadas en la 
célula, lo que activa a la proteína G. 

3. Inhibidores de disociación del nucleótido de guanina (GDJ). 
Las GDI son proteínas que inhiben la liberación de un GDP 
unido de una proteína G monomérica, lo que mantiene a la 
proteína en su estado inactivo unido con GDP. 


La actividad y localización de estas proteínas accesorias está 
regulada de manera estricta por otras proteínas, lo que regula el 
estado de la proteína G. 

El Ras-GTP puede interactuar en forma directa con va- 
rios blancos en dirección 3'. Aquí se analiza Ras como un com- 
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GDP por un GTP (paso 2), lo cual activa la proteína G para que pueda 


unirse con una proteína blanco en dirección 3' (paso 3). La unión con 
la proteína G unida con GTP activa a la proteína blanco, la cual casi 
siempre es una enzima, como una proteína cinasa o una proteína fosfa- 
tasa. Esto tiene el efecto de transmitir la señal más allá sobre la vía de 
señalización. Las proteínas G poseen una actividad intrínseca de GTP- 
asa débil, que se estimula con la interacción con una proteína activadora 
de GTP-asa (GAP) (paso 4). El grado de estimulación de la GTP-asa 
por una GAP determina el tiempo que permanece activa una proteína 
G. Por consiguiente, la GAP sirve como un tipo de reloj que regula la 
duración de la respuesta (paso 5). Una vez que se hidroliza el GTP, el 
complejo se disocia y la proteína G inactiva está lista para iniciar un 
nuevo ciclo (paso 6). (A: TOMADA DE STEVEN J. GAMBLIN Y STEPHEN J. 
SMERDON, STRUCT. 7:R200, 1999.) 


ponente de la cascada de la cinasa de MAP-Ras, que se activa 
en respuesta a una amplia variedad de señales extracelulares y 
tiene una función central en la regulación de actividades vitales 
como la proliferación y la diferenciación celulares. La vía trans- 
mite señales extracelulares de la membrana plasmática a través 
del citoplasma y hacia el núcleo. La figura 15-20 muestra una 
representación general de la vía. Esta vía se activa cuando un fac- 
tor de crecimiento, como EGF o PDGF, se une con el dominio 
extracelular de su RTK. Muchas RTK activadas tienen residuos 
de tirosina fosforilados que actúan como sitios de acoplamiento 
para la proteína adaptadora Grb2. A su vez, Grb2 se une con Sos, 
que es un factor de intercambio de nucleótido de guanina (un 
GEF) para Ras. La creación de un sitio de unión para Grb2 en 
un receptor activado promueve el traslado de Grb2-Sos del cito- 
plasma a la superficie citoplásmica de la membrana plasmática, 
muy cerca de Ras (como en la fig. 15-174). 

El puro traslado de Sos a la membrana plasmática es sufi- 
ciente para activar a Ras. Esto lo ilustró un experimento con una 
versión mutante de Sos que se mantiene siempre unida con la 
superficie interna de la membrana plasmática. La expresión de 
esta Sos mutante unida a la membrana causa la activación cons- 
titutiva de Ras y la transformación de la célula en un fenotipo 
maligno. La interacción con Sos abre el sitio de unión para el 
nucleótido de Ras. Como resultado, GDP se libera y se sustituye 
por GTP. El intercambio de GDP por GTP en el sitio de unión 
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para nucleótido de Ras induce un cambio de conformación y la 
creación de una interfase de unión para una proteína de señali- 
zación importante llamada Raf. Luego, Raf se atrae a la superfi- 
cie interna de la membrana plasmática, donde se activa por una 
combinación de reacciones de fosforilación y desfosforilación. 

Raf es una proteína cinasa serina-treonina. Uno de sus sus- 
tratos es la proteína cinasa MEK (fig. 15-20). MEK, que se ac- 
tiva como consecuencia de la fosforilación por Raf, fosforila y 
activa dos cinasas de MAP llamadas ERK-1 y ERK-2. Se han 
identificado más de 160 proteínas que pueden ser fosforiladas 
por estas cinasas, incluidos factores de transcripción, proteínas 
cinasas, proteínas citoesqueléticas, reguladores de la apoptosis, 
receptores y otras proteínas señalizadoras. Una vez activada, la 
cinasa de MAP puede ingresar al núcleo, donde se fosforila y 
activa factores de transcripción específicos, como Elk-1. Al final, 
la vía conduce a la activación de genes participantes en la prolife- 
ración celular, incluida la ciclina D1, que tiene una participación 
clave en el paso de la célula de G, a la fase S (fig. 14-8). 
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Como se explica en el capítulo siguiente, los oncogenes se 
identifican por su capacidad para hacer que las células se vuelvan 
cancerosas. Los oncogenes provienen de genes celulares norma- 
les que mutaron o tienen una expresión excesiva. Muchas de las 
proteínas que participan en la vía de señalización de Ras se des- 
cubrieron porque se codifican en oncogenes causantes de cáncer. 
Esto incluye a los genes de Ras, Raf y varios de los factores de 
transcripción activados al final de la vía (p. ej., Fos y Jun). Los 
genes de varias RTK situadas al principio de la vía, incluidos 
los receptores para EGF y PDGF, también se identificaron entre 
las varias docenas de oncogenes conocidos. El hecho de que mu- 
chas proteínas de esta vía estén codificadas por genes que pueden 
causar cáncer cuando mutan subraya la importancia de la vía en 
el control del crecimiento y proliferación celulares. 


Adaptación de la cinasa de MAP para transmitir diferen- 
tes tipos de información La misma vía básica para las RTK 
a través de Ras hacia la activación de los factores de transcrip- 
ción, ilustrada en la figura 15-20, se encuentra en todos los euca- 
riotas investigados, desde levaduras, moscas y nematodos hasta 
los mamíferos. La evolución adaptó la vía para satisfacer muchas 
necesidades distintas. Por ejemplo, en las levaduras es necesaria 
la cascada de la cinasa de MAP para que las células respondan a 
las feromonas de apareamiento; en las moscas de la fruta, la vía 
se utiliza durante la diferenciación de los fotorreceptores en el 
ojo compuesto y en las plantas con flor, la vía transmite señales 
que inician una defensa contra patógenos. En cada caso, el centro 


de la vía contiene un trío de enzimas que actúan una después de 
la otra: una cinasa de cinasa de cinasa de MAP (MAPKKK), 
una cinasa de cinasa de MAP (MAPKK) y una cinasa de MAP 


FIGURA 15-20 Los pasos de una cascada de cinasa de MAP genera- 
lizada. La unión de un factor de crecimiento con su receptor (paso 1) 
conduce a la autofosforilación de residuos de tirosina del receptor (paso 
2) y el reclutamiento subsiguiente de proteínas Grb2-Sos (paso 3). Este 
complejo provoca el intercambio GTP-GDP de Ras (paso 4), la cual 
recluta a la proteína Raf a la membrana, donde se fosforila y luego se ac- 
tiva (paso 5). En la vía mostrada en esta figura, Raf se fosforila y activa a 
otra cinasa llamada MEK (paso 6), la que a su vez se fosforila y activa 
a otra cinasa más llamada ERK (paso 7). Este esquema de fosforilación 
en tres pasos mostrado en los pasos 5 a 7 es característico de todas las 
cascadas de cinasas de MAP. Por su actividad de cinasa en secuencia, Raf 
se conoce como una MAPKKK (cinasa de cinasa de cinasa de MAP), 
MEK es una MAPKK (cinasa de cinasa de MAP) y ERK como una 
MAPK (cinasa de MAP). Las MAPKK son cinasas de doble especi- 
ficidad, término que denota que pueden fosforilar residuos de tirosina, 
serina y treonina. Todas las MAPK tienen un tripéptido cerca de su 
sitio catalítico con la secuencia Thr-X-Tir. MAPKK fosforila a MAPK 
en el residuo de treonina y el de tirosina de esta secuencia, con lo que 
se activa la enzima (paso 7). Una vez activada, la MAPK se traslada 
al núcleo, donde fosforila factores de transcripción (TF, paso 8), como 
Elk-1. La fosforilación de los factores de transcripción incrementa su 
afinidad por los sitios reguladores en el DNA (paso 9), lo que conduce 
a un aumento de la transcripción de genes específicos (p. ej., Fos y Jun) 
que intervienen en la respuesta de crecimiento. Uno de los genes cuya 
expresión se estimula codifica una fosfatasa MAPK (MKP-1, paso 10). 
Los miembros de la familia MKP pueden retirar grupos fosfato de los 
residuos de tirosina y treonina de MAPK (paso 11), lo cual desactiva la 
MAPK y detiene la actividad de señalización en la vía. (Tomana DE H. 
Sun Y N. K. Tonks, TreNDs BriocHEm. Sci. 19:484, 1994.) 


630 Capítulo 15 SEÑALIZACIÓN CELULAR Y TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES: COMUNICACIÓN ENTRE LAS CÉLULAS 


(MAPK) (fig. 15-20). A cada uno de estos componentes lo re- 
presenta una pequeña familia de proteínas. Hasta ahora se han 
reconocido 14 MAPKKK,7 MAPKK y 13 MAPK diferentes en 
los mamíferos. Al usar distintos miembros de estas familias de 
proteínas, los mamíferos pueden ensamblar varias vías distintas 
de la cinasa de MAP que transmiten diversos tipos de señales 
extracelulares. Ya se describió cómo se transmiten los estímulos 
mitógenos por un tipo de vía de cinasa de MAP que conduce a 
la proliferación celular. En cambio, cuando las células se exponen 
a estímulos estresantes, como los rayos X o sustancias dañinas, se 
transmiten señales por diferentes vías de cinasa de MAP que ha- 
cen que la célula detenga su ciclo celular en lugar de continuarlo, 
como se indica en la figura 15-20. El paro del ciclo celular da 
tiempo a la célula para reparar el daño ocasionado por las con- 
diciones adversas. 

Estudios recientes se enfocaron en la especificidad de las 
señales de las cascadas de cinasa de MAP en un intento por 
comprender de qué manera las células pueden utilizar proteí- 
nas similares como componentes de vías que inducen respuestas 
celulares distintas. Los estudios de secuencias de aminoácidos y 
estructura proteínica indican que parte de la respuesta radica en 
las interacciones selectivas entre las enzimas y los sustratos. Por 


ejemplo, ciertos miembros de la familia de MAPKKK fosforilan 


a miembros específicos de la familia de MAPKK, que a su vez 
hacen lo mismo con miembros específicos de la familia MAPK. 
Sin embargo, muchos integrantes de estas familias pueden par- 
ticipar en más de una vía de señalización de la cinasa de MAP. 

La especificidad en las vías de la cinasa de MAP también 
se logra con la localización espacial de las proteínas que las com- 
ponen. La ubicación espacial se logra mediante proteínas estruc- 
turales (no enzimáticas) conocidas como proteínas de andamiaje, 
cuya función aparente es fijar a los integrantes apropiados de una 
vía de señalización en una orientación espacial específica que in- 
tensifica sus interacciones mutuas. Las AKAP mostradas en la 
fig. 15-14 son ejemplos de proteínas del andamiaje, y proteínas 
similares participan en la dirección de señales por una de varias 
vías de la cinasa de MAP. Las proteínas de andamiaje también 
pueden participar en forma activa en la señalización de proce- 
sos al inducir un cambio en la conformación de proteínas liga- 
das. Además de promover una serie particular de reacciones, las 
proteínas de andamiaje pueden impedir que las proteínas que 
participan en una vía de señalización lo hagan en otras. Con 
base en esta sección del capítulo, resulta evidente que las vías 
de transducción de señalización de la célula son muy complejas. 
Esto hace que este tema sea desafiante tanto para los estudiantes 
como para los biólogos (fig. 15-21). 
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FIGURA 15-21 (HistorieTa DE Tony BRAMLEY, TOMADA DE Trens Broce. Sci. 19:469, 1994.) 
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Señalización del receptor para insulina 


El cuerpo humano hace un esfuerzo considerable para mantener 
las concentraciones de glucosa sanguínea en límites estrechos. 
Un descenso en éstas puede provocar la pérdida de la conciencia 
y coma, ya que el sistema nervioso central depende de la gluco- 
sa para su metabolismo energético. Un aumento persistente de 
la concentración de glucosa en la sangre (la glucemia) produce 
pérdida de glucosa, líquidos y electrólitos en la orina y graves 
problemas de salud. El páncreas controla los valores de glucosa 
en la circulación. Cuando la glucemia disminuye por debajo de 
determinado intervalo, las células pancreáticas a. secretan gluca- 
gon. Como ya se dijo, el glucagon actúa a través de GPCR y es- 
timula la degradación de glucógeno, de lo que resulta un aumen- 
to de la glucemia. Cuando ésta se eleva, como ocurre después 
de una comida rica en carbohidratos, las células pancreáticas B 
reaccionan con la secreción de insulina. Esta última funciona 
como un mensajero extracelular e informa a las células que las 
concentraciones de glucosa están incrementadas. Las células que 
expresan receptores para insulina en su superficie, como las he- 
páticas, responden a este mensaje con el aumento de la captación 
de glucosa, lo que eleva la síntesis de glucógeno y triglicéridos y 
reduce la gluconeogénesis. 


El receptor para insulina es una proteína tirosina cina- 
sa Cada receptor para insulina está formado por una cadena al 
y una B, que provienen de un solo precursor proteínico mediante 
procesamiento proteolítico. La cadena a es extracelular y contie- 
ne el sitio para unión con la insulina. La cadena f está formada 
por una región extracelular, una sola región transmembranosa 
y una región citoplásmica (fig. 15-22). Las cadenas a y B están 
unidas por enlaces disulfuro (fig. 15-22). Dos de estos hetero- 
dímeros aß se mantienen juntos por enlaces disulfuro entre las 
cadenas aL. Por lo tanto, mientras se cree que la mayor parte de 
las RTK está en la superficie celular como monómeros, los re- 
ceptores para insulina se hallan como dímeros estables. Al igual 
que otras RTK, los receptores para insulina están inactivos en 
ausencia de ligando (fig. 15-224). Los trabajos recientes sugieren 
que el dímero receptor para insulina se une con una sola molé- 
cula de la misma hormona. Esto produce una recolocación de los 


Cadena $ 


Dominio de tirosina 
(a) cinasa (b) 


FIGURA 15-22 Respuesta del receptor para insulina a la unión con li- 


gando. (a) El receptor para insulina, mostrado aquí de forma esquemá- 
tica en su estado inactivo, es un tetrámero que consiste en dos subuni- 
dades a: y dos B. (5) La unión de una sola molécula de insulina con las 
subunidades a produce un cambio de conformación en las subunidades 


dominios de unión con ligandos en el exterior de la célula, lo que 
a su vez hace que los dominios tirosina cinasa del interior de la 
célula se aproximen entre sí (fig. 15-220). La yuxtaposición de los 
dominios cinasa da lugar a la transautofosforilación y activación 
del receptor (fig. 15-220). 

Se han identificado varios sitios de fosforilación de tirosina 
en la región citoplásmica del receptor para insulina. Tres de estos 
sitios se hallan en el asa de activación. En el estado no fosforilado, 
el asa de activación asume una conformación en la que ocupa el 
sitio activo. Cuando se fosforilan los tres residuos de tirosina, 
el asa de activación asume una nueva conformación lejos de la 
hendidura catalítica. Esta nueva conformación requiere una rota- 
ción de los lóbulos pequeños y grandes del dominio cinasa respec- 
to de ellos mismos, lo que aproxima a los residuos esenciales para 
la catálisis. Además, el asa de activación deja abierta de ese modo la 
hendidura catalítica para que pueda unirse con sus sustratos. Des- 
pués de la activación del dominio cinasa, el receptor se fosforila a 
sí mismo en los residuos de tirosina que se encuentran adyacentes 
a la membrana y en la cola del extremo carboxilo (fig. 15-220). 


Sustratos 1 y 2 del receptor para insulina La mayor par- 
te de las RTK posee sitios para autofosforilación que reclutan 
en forma directa a proteínas de señalización con dominios SH2 
(como en la fig. 15-174, c y d). El receptor para insulina es una 
excepción a esta regla general porque se relaciona con una pe- 
queña familia de proteínas de acoplamiento (fig. 15-170), Ilama- 
da sustratos del receptor para insulina (IRS). A su vez, los IRS 
suministran sitios para la unión de proteínas de señalización que 
contienen dominio SH2. La figura 15-23 muestra algunos de los 
fenómenos que ocurren durante la señalización de la insulina. 
Después de la unión con el ligando y la activación por cinasa, el 
receptor fosforila su propia tirosina 960, que luego forma un sitio 
de unión para los dominios de unión con fosfotirosina (PT'B) 
de los sustratos del receptor para insulina. Como se indica en la 
figura 15-23a, los sustratos del receptor para insulina se carac- 
terizan por la presencia de un dominio PH en el extremo N, un 
dominio PTB y una larga cola que contiene sitios para fosforila- 
ción de tirosina. El dominio PH puede interactuar con los fosfo- 
lípidos presentes en la hoja interna de la membrana plasmática, 


Insulina 


(c) 
B, lo cual induce la actividad de tirosinas cinasas de las subunidades $B. 
(c) Las subunidades B activadas fosforilan residuos de tirosina situados 
en el dominio citoplásmico del receptor, así como los residuos de tirosina 
en varios sustratos del receptor para insulina (IRS) que se describen más 
adelante. 
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FIGURA 15-23 Función del IRS de tirosina fosforilado en la activación 
de varias vías de señalización. (a) Representación esquemática de un 
polipéptido IRS. La porción del extremo N de la molécula contiene 
un dominio PH que le permite unirse con fosfoinositidos de la membra- 
na y un dominio PT'B que posibilita unirse con un residuo específico de 
tirosina fosforilada (núm. 960) en el dominio citoplásmico de un recep- 
tor para insulina activado. Una vez unido con el receptor para insulina, 
pueden fosforilarse varios residuos de tirosina del IRS (indicados como 
Y). Estas tirosinas fosforiladas sirven como sitios de unión para otras 
proteínas, incluida una cinasa de lípidos (PI3K), una proteína adapta- 
dora (Grb2) y una proteína tirosina fosfatasa (Shp2). (4) Se sabe que la 
fosforilación del IRS por el receptor de insulina activado activa las vías 
de PI3K y Ras, que se describen en el capítulo. Otras vías aún no bien 
definidas también las activan los IRS. (El IRS se representa como una 


el dominio PTB se une con los sitios de fosforilación de tirosina 
en el receptor activado y los sitios de fosforilación para tiro- 
sina proporcionan sitios para acoplamiento de las proteínas de 
señalización que contienen dominios SH2. Se han identificado 
por lo menos cuatro miembros de la familia IRS. Con base en 
los resultados conseguidos en experimentos con ratones mani- 
pulados de forma genética, se cree que IRS-1 e IRS-2 son los 
más importantes para la señalización del receptor para insulina. 

La autofosforilación del receptor para insulina activado al 
nivel de la tirosina 960 proporciona un sitio para la unión de 
IRS-1 e IRS-2. Sólo después de establecer una relación estable 
con IRS-1 o IRS-2, el receptor para insulina activado puede fos- 
forilar los residuos de tirosina presentes en las proteínas de aco- 
plamiento (fig. 15-230). IRS-1 e IRS-2 tienen una gran cantidad 
de sitios potenciales para la fosforilación de tirosina. Los que se 
han reconocido con certeza forman sitios para la unión con los 
dominios SH2 de la 3-cinasa de Pl, Grb2 y Shp2 (fig. 15-23a,0). 
Estas proteínas se relacionan con IRS-1 o IRS-2 unidos con el 
receptor y activan las vías de señalización en dirección 3". 

La 3-cinasa de PI(PI3K) se forma con dos subunidades, una 
contiene dos dominios SH2 y la otra el dominio catalítico (fig. 
15-230). La 3-cinasa de Pl, que se activa en forma directa como 
consecuencia de la unión de sus dos dominios SH2 con los sitios 
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molécula bidimensional extendida para los fines de la ilustración.) (c) La 
activación de PI3K conduce a la formación de fosfoinositidos unidas con 
la membrana, incluido el PIP,. Una de las cinasas claves en muchas vías 
de señalización es PKB (AKT), que interactúa en la membrana plasmá- 
tica con PIP, mediante un dominio PH en la proteína. Esta interacción 
cambia la conformación de la molécula PKB, lo que la convierte en sus- 
trato para otra cinasa unida con PIP, (PDK1) que fosforila a PKB. El 
segundo fosfato que se muestra unido con PKB se agrega por efecto de 
una segunda cinasa, más probablemente mTOR. Una vez activada, PKB 
se disocia de la membrana plasmática y se mueve hacia el citosol y el 
núcleo. PKB es el principal componente de varias vías de señalización 
separadas que median la respuesta a la insulina. Estas vías conducen al 
traslado de transportadores de glucosa a la membrana plasmática, sínte- 
sis de glucógeno y síntesis de nuevas proteínas en la célula. 


para fosforilación de tirosina, fosforila a los fosfoinositidos en la 
posición tres del anillo inositol (fig. 15-23c). Los productos de 
esta enzima, que incluyen 3,4-difosfato de PI (PIP,) y 3,4,5-tri- 
fosfato de PI (PIP,), permanecen en la hoja citosólica de la 
membrana plasmática, donde proporcionan sitios para la unión 
de proteínas de señalización con dominios PH, como las cinasas 
de serina-treonina PKB y PDK1. Como se indica en la figura 
15-23c, la PKB (también llamada AKT) participa en la media- 
ción de la respuesta a insulina y a otras señales extracelulares. El 
reclutamiento de PDK1 en la membrana plasmática, en estrecha 
proximidad con PKB, crea un entorno en el que la PDK1 puede 
fosforilar y activar la PKB (fig. 15-230). Si bien la fosforilación 
por PDKI1 es esencial, no es suficiente para la activación de PKB, 
la cual depende además de la fosforilación por una segunda cina- 
sa, más probablemente mTOR. 


Transporte de glucosa La PKB interviene en forma directa 
en la regulación del transporte de glucosa y la síntesis de glucó- 
geno. El transportador de glucosa GLUT4 realiza el transporte 
de glucosa dependiente de insulina (pág. 152). En ausencia de 
insulina, GLUT4 se encuentra en las vesículas con membrana en 
el citoplasma de células que responden a la insulina (fig. 15-24). 
Estas vesículas se fusionan con la membrana plasmática como 
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FIGURA 15-24 Regulación de la captación de glucosa en las células 
musculares y adiposas por efecto de la insulina. Los transportadores 
de glucosa se almacenan en las paredes de vesículas citoplásmicas que se 
forman por gemación de la membrana plasmática (endocitosis). Cuan- 
do el nivel de insulina aumenta, se transmite una señal por la vía IRS- 
PISK-PKB, lo cual inicia la translocación de vesículas citoplásmicas a la 
periferia celular. Las vesículas se fusionan con la membrana plasmática 
(exocitosis), lo que lleva a los transportadores a la superficie celular, don- 
de pueden mediar la captación de glucosa. No se muestra una segunda 
vía que lleva del receptor de insulina a la translocación de GLUT4 (véa- 
se Trends Biochem. Sci. 31:215, 2006). (Según D. Voer Y J. G. Vorr, 
BIOCHEMISTRY, 2ND ED. COPYRIGHT O 1995, Jonn WiLeY & Sons, Inc. 
REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE Jonn WiLeY & Sons, Inc.) 


respuesta a la insulina, un proceso que se conoce como transloca- 
ción de GLUT4. El aumento de la cantidad de transportadores 
de glucosa en la membrana plasmática incrementa la captación de 
glucosa (fig. 15-24). La translocación de GLUT4 depende de la 
activación de 3-cinasa de PI y PKB. Esta conclusión se basa en 
experimentos que muestran que los inhibidores de PI3K blo- 
quean la translocación de GLUT4. Además, la sobreexpresión 
de PI3K o PKB estimula la translocación de GLUT4. Es bien 
sabido que muchos receptores activan la PISK, mientras que sólo 
el receptor de insulina estimula la translocación de GLUT4. 
Esto sugiere que existe una segunda vía en dirección 3' del recep- 
tor de insulina que es esencial para que ocurra la translocación de 
GLU'T4. Aún no se ha encontrado una explicación detallada del 
modo en que las dos vías trabajan en conjunto para estimular la 
translocación de GLUTA4, 

El exceso de glucosa que captan las células musculares y he- 
páticas se almacena en forma de glucógeno. La síntesis de glu- 
cógeno se lleva a cabo por acción de la glucógeno sintasa, una 
enzima que se desactiva con la fosforilación en los residuos de 
serina y treonina. La 3-cinasa de la glucógeno sintasa (GSK-3) 
se identificó como un regulador negativo de la enzima. A su vez, 
la GSK-3 se desactiva después de la fosforilación de PKB. Por 
lo tanto, la activación de la vía de 3-cinasa de PI-PKB como 
reacción a la insulina conduce a un descenso de la actividad de la 
cinasa de GSK-3, lo que incrementa la actividad de la glucógeno 
sintasa (fig. 15-230). La activación de la fosfatasa 1 de proteína, 


una enzima cuya función conocida es desfosforilar a la enzima en 
cuestión, contribuye aún más a la activación de la misma. 


Diabetes mellitus Una de las enfermedades más frecuentes 
en seres humanos, la diabetes, se debe a defectos de la señaliza- 
ción de la insulina. Hay dos clases de diabetes: el tipo 1, que re- 
presenta 5 a 10% de todos los casos, y el tipo 2, que corresponde 
al 90 a 95% restante. La diabetes tipo 1 se debe a la incapacidad 
para producir insulina y se describe en la sección Perspectiva hu- 
mana del capítulo 17. La diabetes tipo 2 es una enfermedad más 
compleja cuya incidencia va en aumento a un ritmo alarmante. 
Quizá la incidencia creciente de la afección sea resultado de un 
cambio en el estilo de vida y los hábitos alimentarios. Se cree que 
una dieta alta en calorías combinada con un estilo de vida seden- 
tario conduce a la secreción crónica de la insulina. Las concen- 
traciones elevadas de insulina estimulan demasiado a las células 
blanco del hígado y en todas partes del cuerpo, lo cual conduce 
a una situación conocida como resistencia a la insulina, en la que 
estas células blanco dejan de responder a la presencia de la hor- 
mona. Esta conclusión la respaldan los experimentos genéticos 
en ratones que muestran que las mutaciones en los genes para el 
receptor de la insulina o IRS-2, que torna a las células incapaces 
de reaccionar a la misma, crean un fenotipo diabético. Las muta- 
ciones en estos genes son raras en la población humana y aún se 
desconoce la razón exacta de la resistencia a la insulina. 


Señalización de la insulina y esperanza de vida En la 
página 34 se explicó que la esperanza de vida de un animal puede 
aumentarse mucho si se reduce su consumo de alimento (o sea, 
restricción calórica). Varios estudios iniciales demostraron que la 
vida de un gusano o la mosca de fruta también puede prolongar- 
se si se reduce la concentración de insulina (o de los factores de 
crecimiento semejantes a insulina) que circulan en la sangre. Los 
estudios en seres humanos refieren esta relación; las personas 
muy longevas a menudo tienen una sensibilidad extraordinaria a 
la insulina; o sea, sus tejidos responden por completo a concen- 
traciones de insulina sanguínea relativamente bajas. Por tanto, 
tal como la resistencia a la insulina se relaciona con mala salud, 
parece que el aumento en la sensibilidad a esta hormona se rela- 
ciona con buena salud. Es interesante señalar que la restricción 
calórica en animales de laboratorio condujo a concentraciones 
bajas de insulina y aumento de la sensibilidad a ésta, por lo que 
es posible que estas dos vías para el aumento en la longevidad 
actúen mediante el mismo mecanismo. 


Vías de señalización en las plantas 


Las plantas y animales comparten ciertos mecanismos básicos de 
señalización, como el uso de mensajeros Ca?* y fosfoinositida, 
pero otras vías son únicas de cada reino. Por ejemplo, los nu- 
cleótidos cíclicos, que pueden ser más ubicuos en los mensajeros 
celulares animales, parecen tener una función menor o nula en la 
señalización de la célula vegetal. Las tirosinas cinasas receptoras 
tampoco existen en las células vegetales. Por otro lado, como se 
explica más adelante, las plantas contienen un tipo de proteína 
cinasa que no existe en las células animales. 

Desde hace mucho se sabe que las células bacterianas tienen 
una proteína cinasa que fosforila residuos de histidina y media 
la respuesta celular a varias señales ambientales. Hasta 1993 se 
pensaba que estas enzimas se limitaban a las bacterias, pero luego 
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se descubrió en levaduras y plantas con flor. En ambos tipos de 
eucariotas, las enzimas eran proteínas transmembranas con un 
dominio extracelular que actúa como receptor para los estímulos 
externos y un dominio histidincinasa citoplásmico que transmite 
la señal al citoplasma. Una de las proteínas vegetales mejor estu- 
diadas se codifica en el gen Etr1. El producto de este gen codifica 
un receptor para el gas etileno (C,H), una hormona vegetal que 
regula un conjunto diverso de procesos del desarrollo, incluida la 
germinación de semillas, floración y maduración de frutos. La 
unión del etileno con su receptor conduce a la transmisión de 
señales por una vía que es muy similar a la cascada de cinasa 
de MAP que se encuentra en levaduras y células animales. Como 
en otros eucariotas, los blancos en dirección 3' de la vía de la 
cinasa de MAP en las plantas son factores de transcripción que 
activan la expresión de genes específicos que codifican las pro- 
teínas necesarias para la respuesta hormonal. Conforme los in- 
vestigadores analicen la enorme cantidad de datos obtenidos de 
la identificación de la secuencia de Arabidopsis y otros genomas 
vegetales, serán más aparentes las similitudes y diferencias entre 
las vías de señalización de plantas y animales. 


REVISIÓN 


1. Describa los pasos entre la unión de una molécula 

de insulina en la superficie de una célula blanco y la 
activación del efector PI3K. ¿En qué difiere la acción de 
la insulina de la de otros ligandos que actúan mediante 
las tirosinas cinasas receptoras? 

¿Cuál es la función de Ras en las vías de señalización?, 
¿cómo se afecta por la actividad de Ras-GAP?, ¿en qué 
difiere Ras de la proteína G heterotrimérica? 

¿Qué es un dominio SH2 y cuál es su función en las 
vías de señalización? 

¿Cómo altera la cascada de cinasa de MAP la actividad 
de transcripción de la célula? 

¿Cuál es la relación entre la diabetes tipo 2 y la 
producción de insulina?, ¿de qué manera un fármaco 
que incrementa la sensibilidad a la insulina podría 
ayudar a tratar esta enfermedad? 
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15.5 FUNCIÓN DEL CALCIO 
COMO MENSAJERO INTRACELULAR = — 


Los iones de calcio tienen una participación significativa en una 
gran variedad de actividades celulares, entre ellas la contracción 
muscular, división celular, secreción, fecundación, transmisión si- 
náptica, metabolismo, transcripción, movimiento celular y apop- 
tosis. En cada uno de estos casos, se recibe un mensaje extra- 
celular en la superficie de la célula el cual produce un aumento 
drástico de la concentración de iones calcio dentro del citosol. 
La concentración de iones calcio en un compartimiento celular 
particular está controlada por la actividad regulada de las bombas 
de Ca?*, intercambiadores de Ca?* y/o conductos de iones Ca?* 
situados dentro de las membranas que rodean el compartimiento 
(como en la fig. 15-26). La concentración de iones Ca?* en el 
citosol de una célula en reposo se mantiene en niveles muy bajos, 
casi siempre alrededor de 107” M. En cambio, la concentración 
de los iones en el espacio extracelular o dentro de la luz del retícu- 


lo endoplásmico o una vacuola vegetal es 10000 veces más alta 
que en el citosol. El nivel citosólico de calcio se mantiene muy 
bajo porque 1) los conductos (canales) iónicos para Ca?* de las 
membranas plasmática y del retículo endoplásmico se mantienen 
cerrados, lo que hace que tales membranas sean muy impermea- 
bles a dicho ion, y 2) los sistemas de transporte del Ca?* impulsa- 
dos por ATP de las membranas plasmáticas y del retículo endo- 
plásmico bombean calcio fuera del citosol.? El aumento anormal 
de la concentración citosólica de Ca?*, como ocurre a veces, por 
ejemplo, en las células cerebrales después de un accidente vascular 
cerebral, puede ocasionar muerte celular masiva. 


IP, y conductos de Ca?”* controlados por voltaje En las 
páginas anteriores ya se describieron dos tipos principales de re- 
ceptores de señales, los GPCR y los RTK. En la página 616 se 
mencionó que la interacción de una molécula mensajera extrace- 
lular con un GPCR puede conducir a la activación de la enzima 
fosfolipasa C-B, que divide a la fosfoinositida PIP, para liberar la 
molécula IP,, la cual abre los conductos del calcio en la membra- 
na del retículo endoplásmico y aumenta la concentración citosóli- 
ca de Ca?*. Los mensajeros extracelulares que transmiten señales 
mediante RTK pueden iniciar una reacción similar. La principal 
diferencia es que los RTK activan miembros de la subfamilia de 
la fosfolipasa C-B, la cual tiene un dominio SH2 que les per- 
mite unirse con la RTK fosforilada activada. Hay muchas otras 
isoformas de PLC. Por ejemplo, PLCS se activa por iones Ca?* 
y PLCe se activa por Ras-GTP. Todas las isoformas PLC reali- 
zan la misma reacción, producen IP, y vinculan una multitud de 
receptores en la superficie celular a un aumento del Ca?* cito- 
plásmico. Existe otra vía importante que conduce al incremento 
de la [Ca?*] citosólica, que se incluyó en la descripción sobre la 
transmisión sináptica de la página 163. En este caso, un impulso 
nervioso induce la despolarización de la membrana plasmática, 
lo cual abre los conductos del calcio activados por voltaje en la 
membrana plasmática, y ello posibilita el ingreso de iones calcio. 


Visualización de la concentración citoplásmica de Ca?* 
en tiempo real La comprensión de la función de los iones 
Ca?* en las respuestas celulares ha avanzado mucho con el de- 
sarrollo de moléculas indicadoras que emiten luz en presencia 
de calcio libre. A mediados del decenio de 1980 se desarrollaron 
nuevos tipos de compuestos fluorescentes para unión con calcio, 
muy sensibles (p. ej., fura-2) en el laboratorio de Roger Tsien 
en la University of California, San Diego. Estos compuestos se 
sintetizan de tal manera que ingresan a la célula por difusión a 
través de su membrana plasmática. Una vez dentro de la célula, el 
compuesto se modifica a una forma incapaz de salir de la célula. 
Con estas sondas puede medirse la concentración de iones de 
calcio libres en diferentes partes de la célula viva a lo largo del 
tiempo mediante la vigilancia de la luz emitida con un micros- 
copio de fluorescencia y técnicas de imágenes por computadora. 
El uso de moléculas emisoras de luz sensibles al calcio permite 
obtener imágenes sorprendentes de los complejos cambios espa- 
ciales y temporales en la concentración de calcio citosólico libre 
que ocurren en una sola célula como respuesta a varios tipos de 
estímulos. Esta es una de las ventajas de estudiar las respuestas 
mediadas por calcio en comparación con las respuestas mediadas 


Las mitocondrias también poseen una función relevante en el secuestro y libera- 
ción de iones Ca?*, pero su función se considera en el capítulo 5 y no se revisa aquí. 


por otros tipos de mensajeros cuya localización en la célula no es 
fácil de visualizar. 

Según sea el tipo de célula que responde, un estímulo parti- 
cular puede inducir oscilaciones repetidas de la concentración de 
iones libres de calcio, como se observa en la figura 15-9, o puede 
causar una oleada de liberación de Ca?* que se extiende desde un 
extremo de la célula al otro (fig. 15-27) o iniciar una liberación 
localizada y transitoria de Ca?* en una parte de la célula. La figu- 
ra 15-25 muestra una célula de Purkinje, un tipo de neurona del 
cerebelo de los mamíferos que mantiene contacto sináptico con 
miles de células mediante una red elaborada de dendritas postsi- 
nápticas. La micrografía de la figura 15-25 muestra la liberación 
de calcio libre en una región localizada del “árbol” dendrítico de 
la célula después de la activación sináptica. El brote de liberación 
de calcio se limita a esta región de la célula. 

Los receptores para IP, antes descritos son uno de los dos 
tipos principales de conductos iónicos del Ca?* presentes en la 


FIGURA 15-25 Demostración experimental de la liberación localizada de 
Ca?* intracelular dentro de la dendrita de una neurona. El mecanismo de 
liberación de Ca?* mediado por IP, de las reservas intracelulares se descri- 
be en la página 617. En esta micrografía, que muestra una célula (neurona) 
de Purkinje de una complejidad enorme del cerebelo, se liberaron iones de 
calcio al ambiente local dentro de una pequeña porción del complejo “árbol 
de dendritas”. La liberación de calcio (mostrada en rojo) se indujo en la 
dendrita después de la producción local de IP,, la cual sigue a la activación 
repetitiva de una sinapsis cercana. Los sitios de liberación de iones Ca?* 
se revelan por la fluorescencia de un indicador de calcio fluorescente que 
se cargó en la célula antes de la estimulación. (De ELIZABETH A. Finch 
Y GEORGE J. AUGUSTINE. NATURE, VOL. 396, PORTADA DEL 24/12/1998; 
COPYRIGHT © 1998, POR MACMILLAN MAGAZINES LIMITED.) 
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membrana del retículo endoplásmico; el otro tipo se llama recep- 
tores para rianodina (RyR) porque se unen con el alcaloide vegetal 
tóxico rianodina. Los receptores para rianodina se hallan sobre 
todo en células excitables y se estudian mejor en las células de 
músculo esquelético y cardiaco, donde median el aumento de las 
concentraciones de Ca?** después de la llegada de un potencial 
de acción. Las mutaciones en la isoforma cardiaca de RyR se 
han vinculado con la muerte súbita durante el ejercicio. Según 
sea el tipo de célula en el que se encuentren, los RyR pueden 
abrirse por diversos agentes, incluido el mismo calcio. El ingreso 
de una cantidad limitada de calcio por los conductos abiertos en 
la membrana plasmática induce la abertura de receptores para la 
rianodina en el retículo endoplásmico, lo que induce la liberación 
de Ca?” hacia el citosol (fig. 15-26). Este fenómeno se conoce 
como liberación de calcio inducida por calcio. 
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activado por voltaje 
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FIGURA 15-26 Liberación de calcio inducida por calcio, tal y como 
ocurre en las células, como el músculo cardiaco. La despolarización en el 
voltaje de la membrana causa la abertura de los conductos del calcio ac- 
tivados por voltaje en la membrana plasmática, lo que permite la entrada 
de una pequeña cantidad de Ca?* (paso 1) al citosol. Los iones calcio se 
unen con los receptores de rianodina en la membrana del retículo endo- 
plásmico liso (paso 2), lo que induce la liberación del calcio almacenado 
en el citosol (paso 3), que inicia la contracción de la célula. Luego, los 
iones calcio son retirados del citosol por la acción de bombas de Ca?* 
situadas en la membrana del SER (paso 4) y un sistema de transporte 
secundario de Na*/Ca?* en la membrana plasmática (paso 5), lo que 
causa la relajación. Este ciclo se repite después de cada latido cardiaco. 
(REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE M. J. BERRIDGE, NATURE 361:317, 
1993; COPYRIGHT O 1993, por MACMILLAN MAGAZINES LIMITED.) 
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FIGURA 15-27 Oleada de calcio en un huevo de estrella de mar induci- 
da porla fecundación con un espermatozoide. Se inyectó un pigmento 
fluorescente sensible al calcio en el huevo no fecundado, luego se fecundó 
y se tomaron fotografías a intervalos de 10 s. Se observa que el incremento 
de la concentración de calcio se extiende del punto de entrada del esper- 


15 um 


matozoide (flecha) a todo el huevo. El color azul se refiere a [Ca?*] libre 
baja, mientras que el color rojo a [Ca?*] libre alta. Una oleada similar de 
Ca?* se produce en los huevos de los mamíferos mediante la formación 
de IP, por acción de una fosfolipasa C que introduce el espermatozoide 
al huevo durante la fecundación. (CORTESÍA DE STEPHEN Å. STRICKER.) 


Las señales extracelulares que se transmiten por iones Ca?* 
casi siempre actúan mediante la abertura de una pequeña canti- 
dad de conductos iónicos para Ca?* en la superficie celular en el 
sitio del estímulo. A medida que los iones Ca?* se apresuran por 
estos conductos y entran al citosol, actúan sobre los conductos 
iónicos cercanos para Ca”* en el retículo endoplásmico, con lo 
que tales conductos se abren y liberan más calcio hacia las regio- 
nes adyacentes del citosol. En algunas respuestas, la elevación de 
las concentraciones de Ca?* se mantiene localizada en una pe- 
queña región del citosol (como en la fig. 15-25). En otros casos, 
una ola propagada de liberación de calcio se disemina por todo 
el compartimiento citosólico. Una de las oleadas de Ca?* más 
impresionante ocurre en el minuto siguiente a la fecundación y 
se produce por el contacto del espermatozoide con la membrana 
plasmática del huevo (fig. 15-27). El incremento súbito de la 
concentración citoplásmica de calcio después de la fecundación 
inicia varios fenómenos, incluida la activación de cinasas depen- 


FIGURA 15-28 Un modelo para 
la entrada de calcio operada por 
reservas. Cuando la luz del ER 
contiene abundantes iones Ca?*, las 
proteínas STIM1 de la membrana 
del ER y las proteínas Oral de la 
membrana plasmática se localizan 
de manera difusa en sus membra- 
nas respectivas y el conducto de cal- 
cio Oral se cierra. Si las reservas del 
ER se agotan, un sistema de seña- 
lización opera entre las dos mem- 
branas, lo que hace que las dos pro- 
teínas se aglomeren dentro de sus 
respectivas membranas, muy próxi- 
mas una de otra. La interacción 
aparente entre las dos proteínas de 
membrana conduce a la abertura 
del conducto Oral y la entrada de 
iones Ca?* al citosol, desde donde 
pueden bombearse hacia la luz del 
retículo endoplásmico. 


. plasmática ,. a 


dientes de ciclina (pág. 564) que impulsan al cigoto a su primera 
división mitótica. Las oleadas de calcio son transitorias porque 
los iones se bombean con rapidez fuera del citosol y de regreso al 
retículo endoplásmico o el espacio extracelular. 

La investigación reciente en el campo de la señalización del 
calcio se ha enfocado en un fenómeno conocido como entrada 
de calcio operada por reserva (SOCE), en el que “reserva” se refiere 
a los iones calcio almacenados en el ER. Durante los periodos 
de respuestas celulares repetidas, es posible que se agote el acopio de 
iones calcio intracelulares. Durante la SOCE, el agotamiento del 
calcio en el ER activa una respuesta que conduce a la apertura 
de los conductos de calcio en la membrana plasmática, como se 
muestra en la figura 15-28. Una vez que se abren estos conductos, 
los iones Ca?* pueden entrar al citosol, desde donde se bombean 
de regreso al ER, lo que repone las reservas de calcio del ER. 
El mecanismo que genera la SOCE fue un misterio sin resolver 
durante muchos años, hasta que hace poco se descubrió que estos 


Membrana Oral (cerrado) 


L 


Agotamiento de 
reservas de Ca?* 


Oral (abierto) _ 


fenómenos están orquestados por un sistema de señalización que 
opera entre el ER y la membrana plasmática. En este sistema, la 
deficiencia de Ca?* en el ER produce aglomeración dentro de 
la membrana del ER de una proteína sensible al calcio llamada 
STIM1. Mientras las proteínas STIM1 se reacomodan dentro 
de la membrana del ER, una proteína llamada Oral se somete a 
una redistribución correspondiente dentro de la membrana plas- 
mática. Oral es un conducto iónico tetramérico para calcio que 
se había identificado como participante en un tipo particular de 
deficiencia inmunitaria humana hereditaria que se debe a la falta 
de reservas de Ca?* en los linfocitos T. El ER y la membrana 
plasmática casi siempre se aproximan mucho entre sí en sitios es- 
pecíficos, y es en estos sitios donde STIM1 y Oral se aglomeran, 
cada una dentro de su membrana respectiva, entran en contacto 
aparente entre ellas (fig. 15-28). El contacto entre estas proteínas 
conduce a la apertura de los conductos Oral, a la entrada de cal- 
cio y la reposición de las reservas del retículo endoplásmico. 


Proteínas fijadoras de Ca? A diferencia del cAMP, cuya 
acción siempre está mediada por la estimulación de una proteí- 
na cinasa, el calcio puede afectar a diferentes tipos de efecto- 
res celulares, incluidas las proteínas cinasas (cuadro 15-5). De 
acuerdo con el tipo celular, los iones de calcio pueden activar 
o inhibir varios sistemas enzimáticos y de transporte, cambiar 
la permeabilidad iónica de las membranas, inducir fusión de 
membranas o alterar la estructura y función del citoesqueleto. El 
calcio no precipita estas reacciones por sí mismo, sino que actúa 


CUADRO 15-5 Ejemplos de proteínas de mamiferos 
activadas por Ca?* 


Proteína Función de la proteína 
Troponina C Modulador de la contracción muscular 
Calmodulina Modulador ubicuo de proteínas cinasas 


Calretinina, retinina 
Calcineurina B 
Calpaína 

PLC específica para PI 
Actinina a 

Anexina 


Fosfolipasa A, 
Proteína cinasa C 
Gelsolina 


Receptor de IP, 


Receptor para rianodina 


Intercambiador Na*-Ca?* 


ATP-asa de Ca?* 
Antiportadores de Ca?* 


Caldesmón 
Vilina 
Arrestina 
Calsecuestrina 


y otras enzimas (MLCK, cinasa II de 
CaM, adenilil ciclasa I) 

Activador de guanilil ciclasa 

Fosfatasa 

Proteasa 

Generador de IP, y diacilglicerol 

Proteína agrupadora de actina 

Interviene en endocitosis y exocitosis, 
inhibición de PLA, 

Productor de ácido araquidónico 

Proteína cinasa ubicua 

Proteína cortadora de actina 

Efector de la liberación intracelular de 
Ca2+ 

Efector de la liberación intracelular de 
Cat 

Efector del intercambio de Ca?* por Na 
a través de la membrana plasmática 

Bombea Ca?* a través de las membranas 

Intercambiador de Ca?* por iones mo- 
novalentes 

Regulador de la contracción muscular 

Organizador de actina 

Terminador de la reacción fotorreceptora 

Amortiguador de Ca?* 


+ 


Adaptado de D. E. Clapham, Cel? 80:260, 1995; con autorización de los derechos 


reservados de Cell Press. 
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junto con diversas proteínas de unión con calcio (los ejemplos 
se presentan en las págs. 297 y 364). La proteína de unión con 
calcio mejor conocida es la calmodulina, que participa en muchas 
vías de señalización. 

La calmodulina se encuentra en todas las plantas, animales 
y microorganismos eucariotas y tiene la misma secuencia de ami- 
noácidos de un extremo al otro del espectro eucariota. Cada mo- 
lécula de calmodulina (fig. 15-29) posee cuatro sitios de unión 
para el calcio. La calmodulina no tiene afinidad suficiente por 
el Ca?” para unirse al ion en una célula no estimulada. Sin em- 
bargo, si la concentración de Ca?* se eleva como reacción a un 
estímulo, los iones se unen con la calmodulina y eso cambia la 
conformación de la proteína y aumenta su afinidad para varios 
efectores. Según sea el tipo celular, el complejo calcio-calmo- 
dulina (Ca?*-CaM) puede unirse con una proteína cinasa, una 
fosfodiesterasa de nucleótido cíclico, conductos iónicos e incluso 
con el sistema de transporte de calcio de la membrana plasmáti- 
ca. En este último caso, las concentraciones crecientes de calcio 
activan el sistema encargado de liberar a la célula de cantidades 
excesivas del ion, lo que constituye un mecanismo de autorre- 
gulación para mantener las concentraciones intracelulares bajas 


FIGURA 15-29 Calmodulina. Diagrama de cinta de la calmodulina 
(CaM) con cuatro iones calcio unidos (esferas blancas). La unión de es- 
tos iones Ca?* cambia la conformación de la calmodulina y deja expues- 
ta la superficie hidrófoba que promueve la interacción de Ca?*-CaM 
con una gran cantidad de proteínas blanco. (CORTESÍA DE MICHAEL 
CARSON, UNIVERSITY OF ÁLABAMA EN BIRMINGHAM.) 
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de calcio. El complejo Ca?*-CaM también puede estimular la 
transcripción génica mediante la activación de varias proteínas 
cinasas (CaMK) que fosforilan factores de transcripción. En el 
caso mejor estudiado, una de estas proteínas cinasas fosforila a 
CREB en el mismo residuo de serina que PKA (fig. 15-12). 
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FIGURA 15-30 Modelo simplificado de la función del calcio en el cierre 
dela célula de guardia. (a) Fotografía de los estomas, cada uno flanquea- 
do por un par de células de guardia. Los estomas se mantienen abiertos 
mientras la presión de turgencia se conserva alta dentro de las células de 
guardia, lo que hace que se abulten hacia fuera como se advierte aquí. (5) 
Uno de los factores que controla el tamaño de los poros es la hormona 
ácido abscísico (ABA). Cuando se elevan las concentraciones de ABA, 
se abren los conductos iónicos para calcio de la membrana plasmática, 
lo que permite la entrada de Ca?* (paso 1) y ello desencadena la libera- 
ción de Ca?* de las reservas internas (paso 2). La elevación posterior de 
la concentración intracelular de calcio cierra los conductos de entrada 
de K* (paso 3a) y abre los conductos de salida del K* (paso 3b). La 
salida de potasio se acompaña de la de cloro. Estos movimientos iónicos 
producen una caída de la concentración interna de solutos y pérdida 
osmótica de agua (paso 4). (a: Jeremy BurcEss/PHoTO RESEARCHERS.) 


Regulación de las concentraciones 
de calcio en las células vegetales 


Los iones calcio (que actúan en conjunto con la calmodulina) son 
mensajeros intracelulares importantes en las células vegetales. El 
nivel de calcio citosólico cambia en forma drástica en ciertas célu- 
las vegetales como respuesta a diversos estímulos, incluidos cam- 
bios de la luz, presión, gravedad y la concentración de hormonas 
vegetales, como el ácido abscísico. La concentración de Ca?” en el 
citosol de una célula vegetal en reposo, se mantiene muy baja me- 
diante la acción de proteínas de transporte situadas en la mem- 
brana plasmática y la membrana de las vacuolas (tonoplasto). 

La participación del Ca?* en la señalización de células vege- 
tales se ilustra en las células de guardia que regulan el diámetro 
de los poros microscópicos (estomas) de una hoja (fig. 15-302). 
Los estomas son un sitio importante de pérdida de agua en las 
plantas (pág. 226) y el diámetro de su abertura está controlado de 
manera estricta, lo cual previene la desecación. El diámetro del 
estoma disminuye cuando decae la presión del líquido (turgen- 
cia) en la célula de guardia. A su vez, el descenso de la presión 
de turgencia se debe a la disminución de la concentración iónica 
(osmolaridad) de la célula de guardia. Las condiciones adversas, 
como las temperaturas elevadas y la humedad baja, estimulan la 
liberación de la hormona vegetal de estrés ácido abscísico. Es- 
tudios recientes sugieren que este ácido se une con una GPCR 
en la membrana plasmática de las células de guardia, lo que des- 
encadena la apertura de los conductos iónicos para Ca?* en la 
misma membrana (fig. 15-300). La entrada resultante de Ca?” al 
citosol activa la liberación de más Ca?* de las reservas intrace- 
lulares. La concentración alta de Ca?* citosólico induce el cierre 
de los conductos de entrada del K* en la membrana plasmática 
y la abertura de los conductos de salida del K*. Estos cambios 
producen una salida neta de iones K* (y de iones Cl” que los 
acompañan) con descenso de la presión de turgencia. 


1. ¿Cómo se mantiene la [Ca?*] del citosol en un nivel tan 
bajo? ¿Cómo cambia la concentración en respuesta a los 
estímulos? 

2. ¿Cuál es la función de las proteínas de unión con calcio 
como la calmodulina en la inducción de una respuesta? 

3. Describa la participación del calcio en la mediación del 
diámetro de los estomas en las células de guardia. 


15.6 CONVERGENCIA, DIVERGENCIA — 
Y COMUNICACIÓN CRUZADA ENTRE 
DIFERENTES VÍAS DE SEÑALIZACIÓN 


Las vías de señalización antes descritas, e ilustradas de manera 
esquemática en las diversas figuras, muestran vías lineales que 
conducen de manera directa a un receptor en la superficie celular 
a un blanco final. En realidad, las vías de señalización de la célula 
son mucho más complejas. Por ejemplo: 


m Las señales de diversos receptores no relacionados, cada uno 
unido con su propio ligando, pueden converger para activar un 
efector común, como Ras o Raf. 


15.6 CONVERGENCIA, DIVERGENCIA Y COMUNICACIÓN CRUZADA ENTRE DIFERENTES VÍAS DE SEÑALIZACIÓN 639 


Receptores unidos con proteína G 


Acetilcolina, histamina, 
NA, 5-HT, ATP, PAF, 
TXA,, glutamato, 
angiotensina ll, 
vasopresina, bradicinina, O 
sustancia P, bombesina, 
neuropéptido Y, trombina, 
colecistocinina, endotelina, 
neuromedina, TRH, GnRH, 
PTH, odorantes, luz 


PIP> 
Receptores unidos con tirosina cinasa 


PDGF, 
EGF, etc. 


FIGURA 15-31 Ejemplos de convergencia, 
divergencia y comunicación cruzada en- 
tre varias vías de transducción de señales. 
Este dibujo muestra los esbozos de las vías 
de transducción de señales iniciadas por re- 
ceptores que actúan mediante proteínas G 
heterotriméricas y proteína tirosina cinasa 
receptoras. Se observa que las dos conver- 


IP3 =j 


IP¿R yC gen por la activación de diferentes isofor- 


mas de fosfolipasa C y ambas conducen a la 
producción de los mismos segundos men- 


DAG —> 


PKC 


sajeros (IP, y DAG). La activación de RTK 
por PDGF o EGF da lugar a la transmi- 
sión de señales por tres vías diferentes, un 
ejemplo de divergencia. La comunicación 


Su (Actividad 


celular 


EE 
mitogénesis 


E Las señales del mismo ligando, como EGF o insulina, pueden 
divergir para activar varios efectores distintos, lo que conduce 
a diversas respuestas celulares. 

m Las señales pueden ir y venir entre diferentes vías, un fenó- 
meno conocido como comunicación cruzada. 


Estas características de las vías de señalización celular se ilustran 
en el esquema de la figura 15-31. 

Las vías de señalización proporcionan un mecanismo para 
dirigir la información a través de una célula, algo similar a la 
manera en que el sistema nervioso central dirige la información 
hacia los diferentes órganos del cuerpo y de regreso. Del mis- 
mo modo el sistema nervioso central reúne información sobre 
el ambiente a partir de varios órganos sensitivos, la célula recibe 
información sobre su ambiente a través de la activación de varios 
receptores de superficie, los cuales actúan como sensores para 
detectar los estímulos extracelulares. Al igual que los órganos de 
los sentidos son sensibles a ciertas formas de estímulos (p. ej., luz, 
presión u ondas sonoras), los receptores de la superficie celular 
pueden unirse sólo con ligandos específicos y no se afectan por 
la presencia de una gran variedad de moléculas sin relación. Una 
sola célula puede tener docenas de receptores distintos que emi- 
ten señales hacia el interior de la célula al mismo tiempo. Una 
vez que se interiorizan en la célula, las señales de estos receptores 
pueden derivarse en forma selectiva por muchas vías de señaliza- 
ción diferentes que pueden hacer que la célula se divida, cambie 
de forma, active una vía metabólica particular e incluso cometa 
suicidio (se describe en la siguiente sección). De esta manera, la 
célula incorpora la información que le llega de distintas fuentes y 
establece una respuesta integral apropiada. 


Ejemplos de convergencia, divergencia y 
comunicación cruzada entre vías de señalización 


1. Convergencia. En este capítulo se describen dos tipos de re- 
ceptores de la superficie celular: receptores unidos con proteí- 


cruzada entre los dos tipos de vías la ilus- 
tran los iones de calcio, los cuales se liberan 
del retículo endoplásmico liso por la acción 
de IP, y luego pueden actuar sobre varias 
proteínas, incluida la proteína cinasa C 
(PKC), cuya actividad también se estimula 
por DAG. (Tomana pe M. J. BERRIDGE, 
REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE NATU- 
RE VOL. 361, P. 315, 1993. © COPYRIGHT 
1993, MacmILLAN JOURNALS LIMITED.) 


na G y tirosinas cinasas receptoras. Otro tipo de receptor de la 
superficie celular con capacidad para transducción de señales 
se describe en el capítulo 7, las integrinas. Aunque estos tres 
tipos de receptores pueden unirse con ligandos muy distintos, 
todos ellos pueden formar sitios de acoplamiento con fosfoti- 
rosina para el dominio SH2 de la proteína adaptadora Grb2 
muy próximos a la membrana plasmática (fig. 15-32). El re- 
clutamiento de complejos Grb2-Sos conduce a la activación 


Factores de crecimiento, 
Neurotransmisores, p. ej., EGF, PDGF 
» hormonas, factores 
de crecimiento 


Matriz extracelular 


Receptor 
unido con 


proteína G | 


Integrina 


Y 


| Cascada de la cinasa de MAP 


FIGURA 15-32 Las señales transmitidas de un receptor unido con pro- 
teína G, una integrina y una tirosina cinasa receptora convergen en 
Ras y luego se transmiten a lo largo de la cascada de cinasa de MAP. 
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de Ras y la transmisión de señales por la vía de la cinasa de 
MAP. Como resultado de esta convergencia, las señales de los 
diversos receptores pueden conducir a la transcripción y tra- 
ducción de un conjunto similar de genes promotores del cre- 
cimiento en cada célula blanco. 

2. Divergencia. La evidencia de divergencia de la señal existe en 
todos los ejemplos de transducción de señal que se describen 
en este capítulo. Las figuras 15-13 y 15-230,c ilustran cómo 
un solo estímulo (un ligando que se une con un GPCR o un 
receptor para insulina), emite señales por una gran variedad 
de vías distintas. 

3. Comunicación cruzada. En las secciones previas se examina- 
ron varias vías de señalización como si cada una fuera una 
cadena de fenómenos independiente y lineal. De hecho, los 
circuitos de información que operan en la célula se parecen 
más a una red interconectada en la que los componentes 
producidos en una vía pueden participar en fenómenos que 
ocurren en otras vías. Mientras más se aprende sobre la se- 
ñalización en las células, se descubren más comunicaciones 
cruzadas entre las vías de señalización. En lugar de intentar 
catalogar éstas las maneras en que la información puede ir y 
venir dentro de una célula, se presenta un ejemplo en el que 
interviene el cAMP e ilustra la importancia de este tipo de 
comunicación cruzada. 

Ya se presentó al CAMP como el iniciador de una cascada 
de reacciones que conduce a la movilización de glucosa; sin 
embargo, también puede inhibir el crecimiento de diversas 
células, como los fibroblastos y las células adiposas, mediante 
el bloqueo de las señales transmitidas por la cascada de la ci- 
nasa de MAP. Se cree que el cAMP realiza esta tarea median- 
te la activación de PKA, la cinasa dependiente de CAMP que 
puede fosforilar e inhibir a Raf, la proteína que encabeza la 
cascada de la cinasa de MAP (fig. 15-33). Estas dos vías tam- 
bién se intersectan con otro efector importante de la señaliza- 
ción, el factor de transcripción CREB. CREB se describió en 
la página 620 como un efector terminal de las vías mediadas 
por CAMP. Durante años se asumió que a CREB sólo podía 
fosforilarlo la cinasa dependiente de cAMP, la PKA. En los 
últimos años se tornó evidente que CREB es sustrato de una 
variedad mucho más amplia de cinasas. Por ejemplo, una de 
las cinasas que fosforila a CREB es Rsk-2, que es sustrato 
de MAPK de la vía de la cinasa de MAP (fig. 15-33). En 
realidad, tanto PKA como Rsk-2 fosforilan a CREB en el 
mismo residuo de aminoácido, Ser133, lo que puede dotar al 
factor de transcripción del mismo potencial en ambas vías. 


En estos ejemplos de convergencia, divergencia y comunica- 
ción cruzada surge una pregunta importante aún sin responder: 
¿de qué manera los distintos estímulos pueden inducir reacciones 
diferentes, incluso si utilizan vías similares? Por ejemplo, PISK 
es una enzima que se activa por muchos estímulos diversos, entre 
ellos la adhesión celular a la matriz extracelular, insulina y EGE. 
¿Cómo la activación de PISK en una célula hepática estimulada 
por la insulina promueve la síntesis de proteína, mientras que la 
activación de PI3K en una célula epitelial adherente promueve 
la supervivencia celular? Al final, estas respuestas celulares con- 
trastantes deben ser resultado de diferencias en la composición 
proteínica de los diferentes tipos celulares. Es probable que parte 
de la respuesta radique en el hecho de que distintas células tie- 
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para EGF crecimiento 
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FIGURA 15-33 Un ejemplo de comunicación cruzada entre dos vías 
principales de señalización. El AMP cíclico actúa en algunas células 
mediante la cinasa PKA dependiente de CAMP para bloquear la trans- 
misión de señales de Ras a Raf, la cual inhibe la activación de la cascada 
de cinasa de MAP. Además, la PKA y las cinasas de la cascada de 
cinasa de MAP fosforilan al factor de transcripción CREB en el mismo 
residuo de serina, lo que activa al factor de transcripción y permite que 
se una con sitios específicos del DNA. 


nen diferentes versiones (isoformas) de estas proteínas, incluida 
PI3K. Algunas de estas isoformas se codifican en genes distintos, 
pero relacionados, mientras que otras se generan por empalme al- 
ternativo (pág. 522) u otros mecanismos. Por ejemplo, las distin- 
tas isoformas de PISK, PKB o PLC pueden unirse con distintos 
conjuntos de componentes en ambos sentidos de la vía, lo cual 
permitiría que vías similares indujeran reacciones diferentes. No 
obstante, no es probable que la variación de la isoforma explique 
la extraordinaria diversidad de respuestas celulares mucho mejor 
que las diferencias en las estructuras de las neuronas pueden ex- 
plicar el espectro de respuestas suscitadas por el sistema nervioso. 
Es deseable que, cuando se describan las vías de señalización de 
más y más células, se comprenda mejor la especificidad que pue- 
de alcanzarse con el uso de moléculas similares de señalización. 


15.7 FUNCIÓN DEL ÓXIDO NÍTRICO 
COMO MENSAJERO INTERCELULAR —ć— č 


urante el decenio de se descubrió un tipo nuevo de se- 
D te el d de 1980 se descub t d 
gundo mensajero que no era un compuesto orgánico, como el 
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cAMP, ni un ion, como el Ca?”; se trataba de un gas inorgánico, 
el óxido nítrico (NO). Este compuesto es inusual porque actúa 
como un mensajero extracelular, mediando la comunicación in- 
tercelular, y como un segundo mensajero, dentro de la célula en 
la cual se genera. El NO se forma a partir del aminoácido L-ar- 
ginina en una reacción que requiere oxígeno y NADPH y que es 
catalizada por la enzima sintasa de óxido nítrico (NOS). Desde 
su descubrimiento se ha hecho evidente que el NO interviene 
en una miríada de procesos biológicos incluidos anticoagulación, 
neurotransmisión, relajación del músculo liso y percepción visual. 

Como sucede con muchos fenómenos biológicos, el descu- 
brimiento de que el NO funciona como segundo mensajero se 
originó en una observación accidental. Durante muchos años se 
consideró que la acetilcolina actúa en el cuerpo para relajar las 
células de músculo liso de los vasos sanguíneos, pero la respues- 
ta no pudo duplicarse in vitro. Cuando se incubaban in vitro 
porciones de grandes vasos sanguíneos, como la aorta, con con- 
centraciones fisiológicas de acetilcolina, la preparación mostra- 
ba poca o nula reacción. A final del decenio de 1970, Robert 
Furchgott, un farmacólogo del New York State Medical Center, 
estudiaba la respuesta in vitro de fragmentos de aorta de conejo 
a varios agentes. En este estudio inicial, Furchgott utilizó tiras 
de aorta que se habían disecado del órgano. Por razones técnicas, 
Furchgott cambió de tiras de tejido aórtico a anillos aórticos y 
descubrió que las nuevas preparaciones reaccionaban a la ace- 
tilcolina con relajación. La investigación adicional reveló que 
las tiras no mostraban la respuesta de relajación porque la capa 
endotelial delicada que recubre la aorta se había desprendido 
durante la disección. Este hallazgo sorprendente sugirió que las 
células endoteliales participaban de alguna manera en la reacción 
de las células musculares adyacentes. En los estudios siguientes 
se encontró que la acetilcolina se une con los receptores en la 
superficie de las células endoteliales, lo que conduce a la produc- 
ción y liberación de un agente que se difunde por la membrana 
plasmática de la célula y hace que las células musculares se re- 
lajen. En 1986, Louis Ignarro de la UCLA y Salvador Moncada 
de los Wellcome Research Labs en Inglaterra identificaron que el 
agente con capacidad de difusión era el óxido nítrico. Los pasos 
en la respuesta de relajación inducida por acetilcolina se ilustran 
en la figura 15-34, 

La unión de acetilcolina a la superficie externa de una cé- 
lula endotelial (paso 1, fig. 15-34) representa una señal para el 
aumento de la concentración citosólica de Ca?” (paso 2) que ac- 
tiva a la sintasa de óxido nítrico (paso 3). El NO formado en la 
célula endotelial se difunde por la membrana plasmática y hacia 
las células adyacentes de músculo liso (paso 4), donde se une y 
estimula a la guanilil ciclasa (paso 5), la enzima que sintetiza el 
GMP cíclico (cGMP), que es un segundo mensajero importante 
de estructura similar al CAMP. El cGMP causa un descenso de 
la concentración citosólica de Ca?*, lo que induce la relajación 
de la célula muscular (paso 6) y dilatación del vaso sanguíneo. 


NO como activador de la guanilil ciclasa El descubri- 
miento de que el NO actúa como activador de la guanilil ciclasa 
lo hicieron Ferid Murad et al. a finales del decenio de 1970 en 
la University of Virginia. Murad trabajaba con “azida” (N,), un 
inhibidor potente del transporte de electrones, y por casualidad 
descubrió que la molécula estimulaba la producción de cGMP 
en extractos celulares. Al final, demostraron que la “azida” se 
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FIGURA 15-34 Una vía de transducción de señal que opera mediante 
el NO y el GMP cíclico y produce dilatación de los vasos sanguíneos. 
Los pasos ilustrados en la figura se describen en el texto. (TOMADA DE 
R. G. KxowLEs Y S. Moncaba, TreNDs BiocHEm. Sci. 17:401, 1992.) 


convertía por medios enzimáticos en óxido nítrico, el cual era 
el activador real de la guanilil ciclasa. Estos estudios también 
explicaron la acción de la nitroglicerina, que se había usado desde 
el decenio de 1860 para tratar el dolor anginoso que se produce 
por el flujo sanguíneo insuficiente al corazón. La nitroglicerina 
se metaboliza hasta óxido nítrico, el cual estimula la relajación 
del músculo liso que recubre los vasos sanguíneos del corazón, 
lo que incrementa el flujo sanguíneo en el órgano. Los benefi- 
cios terapéuticos de la nitroglicerina se descubrieron mediante 
una observación interesante. Las personas con cardiopatía que 
trabajaban con nitroglicerina en la fábrica de dinamita de Alfred 
Nobel sufrían más la angina los días que no iban a trabajar. Fue 
apropiado que el Premio Nobel, que se fundó con una donación 
de Alfred Nobel, se otorgara en 1998 por el descubrimiento del 
NO como agente de señalización. 


Inhibición de fosfodiesterasa El descubrimiento del NO 
como segundo mensajero también condujo al desarrollo del sil- 
denafilo. Durante la excitación sexual, las terminaciones nervio- 
sas del pene liberan NO, que produce la relajación de las células 
musculares lisas en el recubrimiento de los vasos sanguíneos pe- 
nianos e ingurgitación del órgano con sangre. Como se describió 
antes, el NO media esta respuesta en las células del músculo liso 
con la activación de la enzima guanilil ciclasa y la síntesis poste- 
rior de cGMP. El sildenafilo (y fármacos afines) no tiene efecto 
en la liberación de NO ni en la activación de la guanilil ciclasa, 
sino que actúa como inhibidor de la fosfodiesterasa de cGMP, la 
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enzima que destruye al cGMP. La inhibición de esta enzima lle- 
va al mantenimiento de las concentraciones elevadas de cGMP, 
lo que promueve el desarrollo y mantenimiento de la erección. El 
sildenafilo es muy específico para una isoforma particular de la 
fosfodiesterasa de cGMP, PDES5, que es la versión que actúa en 
el pene. Otra isoforma de la enzima, PDE3, tiene una función 
clave en la regulación de la contracción del músculo cardiaco, 
pero por fortuna no se inhibe con el medicamento. El sildenafilo 
se descubrió cuando un posible medicamento antianginoso tuvo 
efectos secundarios inesperados. 

La investigación reciente reveló que el NO posee varias ac- 
ciones en el cuerpo que no implican la producción de cGMP. 
Por ejemplo, el NO se agrega al grupo —SH de ciertos residuos 
de cisteína en diversas proteínas, incluidos la hemoglobina, Ras, 
conductos de rianodina y caspasas. Esta modificación posterior 
a la traducción, llamada S-nitrosilación, altera la actividad o pro- 
piedades de la proteína. 


REVISIÓN 


1. Describa los pasos de la vía de señalización mediante 
la cual el óxido nítrico media la dilatación de los vasos 
sanguíneos. 


15.8 APOPTOSIS (MUERTE CELULAR 
PROGRAMADA) 


La apoptosis, o muerte celular programada, es un hecho normal 
en el que una secuencia organizada de fenómenos conduce a la 
muerte de la célula. La muerte por apoptosis es un proceso lim- 
pio y ordenado (fig. 15-35) caracterizado por el encogimiento 
general del volumen de la célula y su núcleo, pérdida de adhesión 
a las células contiguas, formación de vesículas en la superficie 
celular, disección de la cromatina en pequeños fragmentos y en- 
globamiento rápido del “cadáver” por fagocitosis. Como es un 
proceso seguro y ordenado, la apoptosis podría compararse con 
la implosión controlada de un edificio mediante la colocación 
cuidadosa de explosivos, a diferencia de la simple explosión de 
una estructura sin considerar lo que ocurre con los detritos que 
vuelan. 

¿Por qué el cuerpo tiene células indeseables y dónde se en- 
cuentran las células que están marcadas para la eliminación? La 
respuesta sintética es la siguiente: en casi cualquier parte donde 
se busque. Se ha estimado que en el cuerpo humano cada día 
mueren 10 a 10% células por apoptosis. Por ejemplo, la apop- 
tosis participa en la eliminación de células que sufrieron daño 
genómico irreparable. Esto es importante porque el daño a la 
huella genética puede permitir la división celular no regulada y el 
desarrollo de cáncer. Por ejemplo, durante el desarrollo embrio- 
nario las neuronas crecen a partir del sistema nervioso central 
para inervar órganos que se encuentran en la periferia del cuerpo. 
Por lo general, crecen muchas más neuronas de las necesarias 
para la inervación normal. Las neuronas que llegan a su destino 
reciben una señal del tejido blanco que les permite sobrevivir. 
Las neuronas que no encuentran el camino hasta el tejido blanco 
no reciben la señal de supervivencia y al final se eliminan por 


(c) 2 um 


FIGURA 15-35 Comparación de una célula normal y células apoptóti- 
cas. (a y b) Micrografías electrónicas de barrido de una célula normal (a) 
y una célula apoptótica (4) de un hibridoma de células T. La célula que se 
somete a apoptosis tiene muchas vesículas superficiales que se despren- 
den de la célula. La barra equivale a 4 um. (c) Micrografía electrónica de 
transmisión de una célula apoptótica tratada con un inhibidor que detie- 
ne la apoptosis en la etapa de vesículas de membrana. (A Y B: TOMADAS 
DE Y. Shi y D. R. GREEN, EN S. J. MARTIN ET AL., TRENDS BIOCHEM 
Sci 19:28, 1994; c: corTEsía DE NicoLA J. McCarTHY.) 


apoptosis. Los linfocitos T son células del sistema inmunitario, 
que reconocen y destruyen a las células blanco anormales o in- 
fectadas con patógenos. Estas células blanco se reconocen por 
receptores específicos que se encuentran en la superficie de los 
linfocitos T. Durante el desarrollo embrionario se producen lin- 
focitos T que tienen receptores capaces de unirse con firmeza a 
las proteínas presentes en la superficie de las células normales 
dentro del cuerpo. Los linfocitos T que tienen esta peligrosa ca- 
pacidad, se eliminan por apoptosis (fig. 17-25). Por último, la 
apoptosis parece participar en enfermedades neurodegenerativas 
como las de Alzheimer, Parkinson y Huntington. La eliminación 
de neuronas esenciales durante la progresión de la afección con- 
duce a pérdida de memoria o de la coordinación motora. Estos 
ejemplos muestran que la apoptosis es importante para mantener 
la homeostasis en los organismos multicelulares y que la falla 
de la regulación de la apoptosis puede ocasionar daños graves al 
organismo. 

John Kerr, Andrew Wyllie y A. R. Currie de la Aberdeen 
University en Escocia acuñaron el término “apoptosis” en 1972, 
en un documento trascendental que describía por primera vez 
los fenómenos coordinados que ocurrían durante la muerte 
programada de una gran variedad de células. La información 
sobre la base molecular de la apoptosis se reveló por primera 
vez en los estudios con el gusano nematodo C. elegans, cuyas 
células pueden seguirse con absoluta precisión durante el de- 
sarrollo embrionario. De las 1090 células producidas duran- 
te el desarrollo de este gusano, 131 se destinaban a morir por 
apoptosis. En 1986, Robert Horvitz et al. del Massachusetts 
Institute of Technology descubrieron que los gusanos que tenían 
una mutación en el gen CED-3 continuaban con el desarrollo 
sin perder ninguna de sus células por apoptosis. Este hallazgo 
sugirió que el producto del gen CED-3 tenía una participación 
crucial en el proceso de la apoptosis en este organismo. Una 
vez que se identificó el gen en un organismo, como un nema- 
todo, los investigadores pueden buscar genes homólogos en 
otros organismos, como los seres humanos u otros mamíferos. 
La identificación del gen CED-3 en los nematodos condujo al 
descubrimiento de una familia homóloga de proteínas en los 
mamíferos, que ahora se llaman caspasas. Las caspasas son un 
grupo distintivo de proteasas de cisteína (proteasas con un resi- 
duo clave de cisteína en su sitio catalítico) que se activan en una 
etapa temprana de la apoptosis y desencadenan la mayor parte 
o todos los cambios observados durante la muerte celular. Las 
caspasas realizan esta tarea mediante la división de un grupo 
selecto de proteínas esenciales. Entre los blancos de las caspa- 
sas figuran los siguientes: 


E Más de una docena de proteínas cinasas, incluida la cinasa de 
adhesión focal (FAK), PKB, PKC y Raf1. Por ejemplo, se pre- 
supone que la inactivación de FAK interrumpe la adhesión 
celular, con lo que se desprende la célula apoptótica de sus 
vecinas. 

E Láminas, que constituyen el recubrimiento interno de la en- 
voltura nuclear. La separación de las láminas conduce al des- 
ensamble de la lámina nuclear y encogimiento del núcleo. 


E Proteínas del citoesqueleto, como las de los filamentos interme- 
dios, actina, tubulina y gelsolina. La división y desactivación 
consecuente de estas proteínas produce cambios en la forma 
celular. 
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m Una endonucleasa llamada DNÁ-asa activada por caspasa 
(CAD), que se activa después que la caspasa divide una pro- 
teína inhibidora. Una vez activada, la CAD se traslada del 
citoplasma al núcleo, donde ataca al DNA y lo parte en frag- 


mentos. 


Estudios recientes se han enfocado en los fenómenos que 
conducen a la activación de un programa de suicidio celular. La 
apoptosis puede iniciarse por estímulos internos, como anor- 
malidades en el DNA, y externos, como determinadas citocinas 
(proteínas secretadas por células del sistema inmunitario). Por 
ejemplo, las células epiteliales de la próstata sufren apoptosis 
cuando se les priva de la hormona sexual masculina testosterona. 
Esta es la razón por la que el cáncer prostático que se diseminó 
a otros tejidos a menudo se trata con fármacos que interfieren 
con la producción de testosterona. Los estudios indican que los 
estímulos externos activan la apoptosis mediante una vía de se- 
ñalización llamada vía extrínseca, que se distingue de la utilizada 
por los estímulos internos, denominada vía intrínseca. Aquí se 
analizarán las vías extrínseca e intrínseca por separado. Sin em- 
bargo, debe hacerse notar que existe comunicación cruzada entre 
estas vías y que señales apoptóticas extracelulares pueden causar 
la activación de la vía intrínseca. 


La vía extrínseca de la apoptosis 


Los pasos de la vía extrínseca se ilustran en la figura 15-36. En 
el caso mostrado en esta figura, el estímulo para la apoptosis lo 
porta una proteína mensajera extracelular llamada factor de ne- 
crosis tumoral (TNF), que recibe este nombre por su capacidad 
para destruir células tumorales. El TNF se produce en ciertas 
células del sistema inmunitario como respuesta a factores ad- 
versos, como la exposición a radiación ionizante, temperatura 
elevada, infección vírica o sustancias tóxicas como las empleadas 
en la quimioterapia contra el cáncer. Al igual que otros tipos de 
primeros mensajeros descritos en este capítulo, el TNF induce 
su reacción mediante la unión con un receptor transmembra- 
na, TNFR1. Éste es miembro de una familia de “receptores de 
muerte” relacionados que median la apoptosis. La evidencia 
disponible sugiere que el receptor para TNF se encuentra en la 
membrana plasmática como un trímero ya ensamblado. El do- 
minio citoplásmico de cada subunidad del receptor para TNF 
contiene un segmento de unos 70 aminoácidos llamado “domi- 
nio de muerte” (cada segmento verde de la fig. 15-36) que media 
las interacciones entre proteínas. La unión de TNF al receptor 
trimérico produce un cambio en la conformación del dominio 
de muerte del receptor que conduce al reclutamiento de varias 
proteínas, como se indica en la figura 15-36. 

Las últimas proteínas en unirse al complejo que se ensam- 
bla en la superficie interna de la membrana plasmática son dos 
moléculas de procaspasa 8 (fig. 15-36). Estas proteínas se llaman 
“procaspasas” porque cada una es precursora de una caspasa; con- 
tienen una porción adicional que debe eliminarse mediante pro- 
cesamiento proteolítico para activar la enzima. La síntesis de las 
caspasas como proenzimas protege a la célula del daño proteolí- 
tico accidental. A diferencia de la mayor parte de las proenzimas, 
las procaspasas tienen un nivel bajo de actividad proteolítica. De 
acuerdo a un modelo, cuando dos o más procaspasas se mantie- 
nen muy próximas unas con otras, como se encuentran en la figu- 
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FIGURA 15-36 La vía extrínseca (mediada por receptor) de la apopto- 
sis. Cuando TNF se une con un receptor para TNF (TNFR1), el recep- 
tor activado se une con dos proteínas adaptadoras citoplásmicas dife- 
rentes (TRADD y FADD) y a la procaspasa 8 para formar un complejo 
multiproteínico en la superficie interna de la membrana plasmática. Los 
dominios citoplásmicos del receptor TNF, FADD y TRADD interac- 
túan entre sí mediante regiones homólogas llamadas dominios de muer- 
te que se encuentran en cada proteína (indicados como cuadros verdes). 
La procaspasa 8 y FADD interactúan mediante regiones homólogas 
llamadas dominios efectores de muerte (indicadas como cuadros cafés). 
Una vez ensambladas en el complejo, las dos moléculas de procaspasa se 
dividen una a la otra para generar una molécula activa de caspasa 8 que 
contiene cuatro segmentos polipeptídicos. La caspasa 8 es un complejo 
iniciador que divide a las caspasas en dirección 3' (ejecutoras) que per- 
petran la sentencia de muerte. Puede notarse que la interacción entre 
TNF y TNFR1 también activa otras vías de señalización, una de las 
cuales conduce a la supervivencia celular en lugar de la autodestrucción. 


ra 15-36, son capaces de dividir sus cadenas polipeptídicas entre 
sí y convertir a la molécula en una caspasa activa. La enzima 
madura final (caspasa 8) posee cuatro cadenas polipeptídicas de- 
rivadas de dos precursores procaspasa como lo muestra la figura. 

En principio, la activación de la caspasa 8 es similar a la 
activación de los efectores por acción de una hormona o factor 
de crecimiento. En todas estas vías de señalización, la unión de 
un ligando extracelular crea un cambio en la conformación 
de un receptor que lleva a la unión y activación de proteínas si- 


tuadas corriente abajo en la vía. La caspasa 8 se describe como 
una caspasa iniciadora porque comienza la apoptosis mediante la 
división y activación en dirección 3', o como caspasas ejecutoras 
porque realizan la autodestrucción controlada de la célula, como 
se describió antes. 


La vía intrínseca de la apoptosis 


Los estímulos internos, como el daño genético irreparable, las 
concentraciones demasiado elevadas de Ca?* en el citosol, in- 
fección viral o el estrés oxidativo grave (esto es, la producción de 
grandes cantidades de radicales libres destructivos, pág. 34) y la 
falta de señales de supervivencia (ausencia de factores de creci- 
miento) desencadenan la apoptosis por la vía intrínseca ilustrada 
en la figura 15-37. La activación de la vía intrínseca está regulada 
por miembros de la familia Bcl-2 de proteínas, que se caracteri- 
za por la presencia de uno o más dominios BH. Los miembros de 
la familia Bcl-2 pueden subdividirse en tres grupos: 1) miembros 
que fomentan la apoptosis (p. ej., Bax y Bak), 2) miembros anti- 
apoptóticos que protegen a las células de la apoptosis (p. ej., Bcl- 
X Bcl-w y Bcl-2)' y 3) proteínas sólo BH3 (llamadas así porque 
sólo comparten un dominio pequeño, el dominio BH3, con otros 
miembros de la familia Bcl-2), que fomentan la apoptosis por 
un mecanismo indirecto. De acuerdo con la idea prevaleciente, 
las proteínas sólo BH3 (p. ej., Bid, Bad, Puma y Bim) pueden 
ejercer su efecto antiapoptótico de dos formas distintas, según 
las proteínas particulares implicadas. En algunos casos parecen 
promover la apoptosis por inhibición de los miembros Bcl-2 an- 
tiapoptóticos, mientras que en otros casos parecen promover la 
apoptosis mediante la activación de los miembros proapoptóti- 
cos de Bcl-2. En cualquier caso, las proteínas sólo BH3 son los 
determinantes probables de que una célula siga una vía de su- 
pervivencia o muerte. En una célula saludable, las proteínas sólo 
BH3 están ausentes o muy inhibidas, y las proteínas antiapop- 
tóticas Bcl-2 pueden restringir a los miembros proapoptóticos. 
El mecanismo por el cual ocurre esto es tema de debate. Sólo en 
presencia de ciertos tipos de estrés es que se expresan o activan 
las proteínas sólo BH3, lo que desplaza el equilibro en dirección 
de la apoptosis. En estas circunstancias, se rebasan los efectos 
restrictivos de las proteínas Bcl-2 antiapoptóticas y ciertos in- 
tegrantes proapoptóticos de la familia Bcl-2, como Bax, quedan 
libres para trasladarse del citosol a la membrana mitocondrial 
externa. Aunque el mecanismo no se comprende del todo, se cree 
que las moléculas Bax (y/o Bak) experimentan un cambio en la 
conformación que las hace insertarse en la membrana mitocon- 
drial externa y ensamblarse en un conducto de unidades múl- 
tiples recubierto por proteína. Una vez formado, este conducto 
aumenta en forma drástica la permeabilidad de la membrana 
mitocondrial externa y fomenta la liberación de ciertas proteí- 
nas mitocondriales, en particular el citocromo c (fig. 15-38), que 
reside en el espacio intermembrana (fig. 5-17). La permeabili- 
zación de la membrana mitocondrial puede acelerarse mediante 
un aumento en la concentración de Ca?* citosólico después de la 


3El primer miembro de la familia, el Bcl-2 mismo, se descubrió en 1985 como 
un oncogén causante de cáncer en los linfomas humanos. El gen que codifica 
Bcl-2 se expresa en demasía en estas células malignas como resultado de una 
translocación. Ahora se sabe que Bcl-2 actúa como un oncogén mediante la 
promoción de la supervivencia de células cancerosas potenciales que de otra 
manera morirían por apoptosis. 
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FIGURA 15-37 La vía intrínseca (mediada por mitocondrias) de la apop- 
tosis. Varios tipos de estrés celular hacen que los miembros de la familia 
de proteínas Bcl-2 que favorecen la apoptosis, como Bax, se inserten en la 
membrana mitocondrial externa. La inserción de estas proteínas conduce 
a la liberación de moléculas del citocromo c del espacio intermembrano- 
so de las mitocondrias. Se cree que la liberación depende de poros en la 
membrana mitocondrial que se forman por oligómeros Bax. Una vez en 
el citosol, las moléculas de citocromo c forman un complejo con múltiples 
subunidades con una proteína citosólica llamada Apaf-1 y moléculas de 
procaspasa 9. Al parecer, las moléculas de procaspasa 9 alcanzan su activi- 
dad proteolítica completa como resultado del cambio de la conformación 
inducido por su relación con Apaf-1. Las moléculas de caspasa 9 dividen y 
activan a las caspasas ejecutoras, las cuales realizan la reacción de apoptosis. 


liberación del ion desde el ER. Casi todas las moléculas del cito- 
cromo c presentes en todas las mitocondrias de una célula pueden 
liberarse de una célula apoptótica en un periodo de sólo 5 min. 
La liberación de proteínas mitocondriales proapoptóticas, 
como el citocromo c, parece ser el “punto sin retorno”; o sea, 
un fenómeno que destina a la célula de manera irreversible a la 
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(b) 


FIGURA 15-38 Liberación del citocromo cy fragmentación nuclear du- 
rante la apoptosis. Micrografías con fluorescencia de células de mamí- 
fero cultivadas antes (a) y después (4) del tratamiento con inhibidor de 
proteína cinasa citotóxico que activa la vía intrínseca de la apoptosis. En 
la célula no tratada, el citocromo c (verde) se halla en la red mitocondrial 
y el núcleo permanece intacto (azul). Una vez que se inicia la apoptosis, 
se libera el citocromo c de la mitocondria y se encuentra en toda la célula, 
mientras que el núcleo se rompe en varios fragmentos. (CORTESÍA DE 


S. E. WiLey, USCD/WaLTHER CANCER INSTITUTE.) 


apoptosis. Una vez en el citosol, el citocromo c forma parte de 
un complejo multiproteínico llamado apoptosoma, que también 
incluye varias moléculas de procaspasa 9. Se piensa que las molé- 
culas de procaspasa 9 se activan con la simple unión del complejo 
multiproteínico y no requieren división proteolítica (fig. 15-37). 
Al igual que la caspasa 8, que se activa por la vía mediada por 
el receptor descrito antes, la caspasa 9 es una caspasa iniciadora 
que activa las caspasas ejecutoras en dirección 3', lo cual causa 
la apoptosis.* Al final, las vías externa (mediada por receptor) e 
interna (mediada por mitocondrias) convergen mediante la acti- 
vación de las mismas caspasas ejecutoras, que dividen los mismos 
blancos celulares. 

Es posible preguntarse por qué el citocromo c, un compo- 
nente de la cadena de transporte de electrones, y la mitocondria, 
un organelo que funciona como planta energética de la célula, 
participan en el inicio de la apoptosis. Por ahora no hay una res- 
puesta obvia a esta pregunta. La función clave de las mitocon- 
drias en la apoptosis suscita aún más perplejidad cuando se con- 
sidera que estos organelos evolucionaron a partir de simbiontes 
internos procariotas y que los procariotas no sufren apoptosis. 

Cuando las células ejecutan el programa de apoptosis, pier- 
den el contacto con sus vecinas y empiezan a encogerse. Al fi- 


*También se han descrito otras vías intrínsecas independientes de Apaf-1 y la 
caspasa 9 y tal vez también independientes del citocromo c. 
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FIGURA 15-39 La eliminación de las células apoptóticas se lleva a cabo 
por fagocitosis. Esta micrografía electrónica muestra el “cadáver” de una 
célula apoptótica dentro del citoplasma de un fagocito. Nótese la natu- 
raleza compacta de la célula englobada y el estado denso de su cromati- 
na. (REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE Perer M. Henson, Donna L. 
BrarronN Y VALERIE A. Fanok, Curr. BroL. 11:R796, 2001.) 


nal, la célula se desintegra en un cuerpo apoptótico condensado 
y rodeado por membrana. Este programa apoptótico completo 
puede ejecutarse en menos de 1 h. Los cuerpos apoptótico se 
reconocen por la presencia de fosfatidilserina en su superficie. La 
fosfatidilserina es un fosfolípido que sólo suele encontrarse en la 
hoja interna de la membrana plasmática. Durante la apoptosis, 
una “revoltasa” de fosfolípido mueve a las moléculas de fosfati- 
dilserina a la hoja externa de la membrana plasmática, donde 


los macrófagos especializados la reconocen como una señal de 
fagocitar. Por lo tanto, la muerte celular por apoptosis ocurre sin 
verter el contenido celular al ambiente extracelular (fig. 15-39). 
Esto es importante porque la liberación de detritos celulares cau- 
saría inflamación, la cual puede provocar daño hístico de consi- 
deración. 

Tal y como existen señales que destinan la célula a la au- 
todestrucción, también hay señales opuestas que mantienen la 
supervivencia celular. De hecho, la interacción del TNF con un 
receptor para TNF transmite a menudo dos señales distintas y 
contrarias hacia el interior celular: una estimula la apoptosis y 
la otra promueve la supervivencia celular. Como resultado, la 
mayoría de las células que tienen receptores para TNF no sufre 
apoptosis cuando se tratan con TNF. Esto fue un hallazgo de- 
cepcionante porque al principio se pensó que el TNF podía usar- 
se como agente para destruir células tumorales. La supervivencia 
celular casi siempre está mediada por la activación de un factor 
de transcripción clave llamado NF-kB, que media la expresión 
de genes que codifican las proteínas para la supervivencia celular. 
Parecería que el destino de una célula (ya sea la supervivencia o 
la muerte), depende del equilibrio entre las señales que fomentan 
y las que impiden la apoptosis. 


1. ¿Cuáles son algunas de las funciones de la apoptosis 
en la biología de los vertebrados? Describa los pasos 
que ocurren entre a) el momento en que la molécula 
de TNF se une con su receptor y la muerte final de 
la célula y b) entre el momento en que el miembro 
proapoptótico Bcl-2 se une con la membrana 
mitocondrial externa y la muerte de la célula. 

2. ¿Cuál es la función de la formación de complejos que 
contienen caspasa en el proceso de la apoptosis? 


SINOPSIS = 


La señalización celular es un fenómeno en el que se transmite in- 
formación a través de la membrana plasmática hacia el interior 
celular y muchas veces al núcleo celular. La mayor parte de las ve- 
ces la señalización celular incluye el reconocimiento del estímulo 
en la superficie externa de la membrana plasmática, la transferen- 
cia de la señal por la membrana plasmática y la transmisión de la 
señal al interior celular, lo que inicia una respuesta. Las reacciones 
pueden incluir un cambio en la expresión genética, una alteración 
de la actividad de las enzimas metabólicas, una reconfiguración del 
citoesqueleto, un cambio de la permeabilidad iónica, la activación 
de la síntesis de DNA o la muerte de la célula. Este proceso se co- 
noce a menudo como transducción de señal. Dentro de la célula, 
la información pasa por las vías de señalización, que muchas veces 
incluye proteínas cinasas y proteínas fosfatasas que activan o inhiben 
sus sustratos mediante cambios en la conformación. Otro rasgo pro- 
minente de las vías de señalización es la participación de proteínas 
de unión con GTP que sirven como interruptores que encienden o 
apagan la vía (pág. 606). 


Muchos estímulos extracelulares (primeros mensajeros) inician 
respuestas mediante la interacción con un receptor unido con pro- 


teína G (GPCR) en la superficie externa de la célula y el estímulo 
de la liberación de un segundo mensajero dentro de la célula. Mu- 
chas moléculas mensajeras extracelulares actúan mediante la unión 
con receptores que son proteínas integrales de la membrana con siete 
hélices a que cruzan la membrana (GPCR). La señal se transmite 
del receptor al efector mediante una proteína G heterotrimérica. Es- 
tas proteínas se conocen como heterotriméricas porque tienen tres 
subunidades (a, B y y) y como proteínas G porque se unen con nu- 
cleótidos de guanina, ya sea GDP o GTP. Cada proteína G puede 
hallarse en dos estados: un estado activo con un GTP unido o un 
estado inactivo con un GDP unido. Se han identificado cientos de 
receptores unidos con proteínas G diferentes que responden a una 
gran variedad de estímulos. Todos estos receptores actúan mediante 
un mecanismo similar. La unión del ligando con su receptor especí- 
fico causa un cambio en la conformación del receptor que aumenta 
su afinidad por la proteína G. Como resultado, el receptor unido con 
ligando se une con la proteína G, causando que ésta libere su GDP 
unido y se una con un nuevo GTP, lo que cambia a la proteína G a 
su estado activo. El intercambio de nucleótidos de guanina cambia la 
conformación de la subunidad G „lo cual induce la disociación de las 
otras dos subunidades, que se mantienen juntas como un complejo 


G; . Cada subunidad G, disociada con su GTP unido puede activar 
moléculas efectoras específicas, como la adenilil ciclasa. La subunidad 
G, disociada también es una GTP-asa y, con la ayuda de una proteína 
accesoria, hidroliza el GTP unido para formar GDP unido, el cual 
bloquea la capacidad de la subunidad para activar a más moléculas 
efectoras. Luego, el complejo G -GDP se relaciona de nueva cuenta 
con las subunidades G; para reformar el complejo trimérico y devol- 
ver el sistema a su estado de reposo. Cada una de las tres subunidades 
que conforman una proteína G heterotrimérica puede existir en dis- 
tintas isoformas. Las diversas combinaciones de subunidades especí- 
ficas componen proteínas G que tienen diferentes propiedades en sus 
interacciones, con los receptores y los efectores (pág. 609). 


La fosfolipasa C es otro efector importante en la superficie interna 
de la membrana plasmática que pueden activarla las proteínas G 
heterotriméricas. La PI-fosfolipasa C separa al 4,5-difosfato de 
fosfatidilinositol (PIP,) en dos segundos mensajeros diferentes, 
1,4,5-trifosfato de inositol (IP,) y 1,2-diacilglicerol (DAG). El 
DAG permanece en la membrana plasmática, donde activa a la enzi- 
ma proteína cinasa C, la cual fosforila los residuos de serina y treoni- 
na en varias proteínas blanco. La activación constitutiva de la proteí- 
na cinasa C causa la pérdida del control de crecimiento. El IP, es una 
pequeña molécula hidrosoluble que puede difundirse al citoplasma, 
donde se une con receptores para IP, localizados en la superficie del 
retículo endoplásmico liso. Los receptores para IP, son conductos 
iónicos tetraméricos para calcio; la unión de IP, hace que se abran los 
conductos iónicos y el Ca?* se difunda al citosol (pág. 616). 


Una vía de señalización, que comienza con un GPCR activado, 
controla la utilización de glucosa. La degradación de glucógeno en 
glucosa la estimulan las hormonas adrenalina y glucagon, que actúan 
como primeros mensajeros mediante la unión con sus receptores 
respectivos en la superficie externa de las células blanco. La unión de 
las hormonas activa un efector en la superficie interna de la mem- 
brana, la adenilil ciclasa, lo que conduce a la producción del segundo 
mensajero CAMP capaz de difundirse. El CAMP genera su respuesta 
mediante una cascada de reacciones en la que una serie de enzimas 
se modifica de manera covalente. Las moléculas del cAMP se unen 
con las subunidades reguladoras de una proteína cinasa dependiente 
de cAMP llamada PKA, que fosforila a la fosforilasa cinasa y la glu- 
cógeno sintasa, lo que da lugar a la activación de la primera enzima 
y la inhibición de la segunda. Las moléculas de fosforilasa cinasa 
activada que agregan fosfatos a la glucógeno fosforilasa, activan a 
esta última enzima y conducen al desdoblamiento de glucógeno en 
glucosa 1-fosfato, que se convierte en glucosa. Como resultado de 
esta cascada de reacciones, el mensaje original, que llegó a la su- 
perficie celular con la unión de una hormona, se amplifica en gran 
medida y el tiempo de respuesta disminuye de manera notoria. Las 
cascadas de reacción de este tipo también suministran varios sitios 
de regulación. La adición de grupos fosfato por acción de las cinasas 
se revierte por las fosfatasas que retiran los fosfatos. El CAMP se 
produce en muchas células distintas como reacción a una gran va- 
riedad de primeros mensajeros. El curso de sucesos que ocurre en la 
célula blanco depende de las proteínas específicas fosforiladas por la 
cinasa dependiente de CAMP (pág. 618). 


Muchos estímulos extracelulares inician una respuesta celular me- 
diante la unión con el dominio extracelular de una proteína tirosi- 
na cinasa receptora (RTK), que activa el dominio de tirosina cinasa 
localizado en la superficie interna de la membrana plasmática. Las 
RTK regulan diversas funciones, como el crecimiento y proliferación 
celulares, el curso de la diferenciación celular, la captación de partí- 
culas ajenas y la supervivencia celular. Los ligandos estimulantes del 
crecimiento mejor estudiados, como PDGF, EGF y FGF, activan una 
vía de señalización llamada cascada de cinasa de MAP que incluye 
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una pequeña proteína monomérica de unión con GTP denominada 
Ras. Al igual que otras proteínas G, la Ras fluctúa entre una for- 
ma inactiva unida con GDP y una forma activa unida con GTP. En 
su forma activa, estimula a los efectores que se encuentran corriente 
abajo en la vía de señalización. Como otras proteínas G, la Ras tiene 
actividad de GTP-asa (estimulada por una GAP) que hidroliza el 
GTP unido para formar GDP unido, con lo que se apaga a sí mis- 
ma. Cuando un ligando se une con la RTK, la transautofosforilación 
del dominio citoplásmico del receptor conduce al reclutamiento de 
Sos, un activador de Ras, a la superficie interna de la membrana. Sos 
cataliza el intercambio de GDP por GTP, lo que activa a la Ras. La 
proteína Ras activada tiene una mayor afinidad por otra proteína lla- 
mada Raf, que sufre la atracción de la membrana plasmática, donde 
se convierte en una proteína cinasa activa que inicia una cadena orde- 
nada de reacciones de fosforilación mostradas en la figura 15-20. Los 
últimos blancos de la cascada de la cinasa de MAP son factores de 
transcripción que estimulan la expresión de los genes cuyos produc- 
tos tienen una función clave en la activación del ciclo celular, lo que 
inicia la síntesis de DNA y la división celular. La cascada de cinasa de 
MAP se encuentra en todos los eucariotas, desde las levaduras hasta 
los mamíferos, aunque durante la evolución se adaptó para inducir 
respuestas diferentes en los diversos tipos de células (pág. 623). 


La insulina media muchas de sus acciones en las células blanco 
mediante la interacción con el receptor para insulina, que es una 
RTK. La cinasa activada agrega grupos fosfato a los residuos de 
tirosina localizados en el receptor y las proteínas de acoplamiento 
relacionadas con el receptor llamadas IRS. Los residuos fosforila- 
dos de tirosina de una IRS sirven como sitios de acoplamiento para 
las proteínas que tienen dominios SH2, las cuales se activan con la 
unión con IRS. Varias vías de señalización separadas pueden acti- 
varse como resultado de distintas proteínas de señalización que se 
unen con una IRS fosforilada. Una vía puede estimular la síntesis 
de DNA y la división celular, otra puede estimular el movimiento 
de los transportadores de glucosa a la membrana celular y otras más 
pueden activar los factores de transcripción que inician la expresión 
de un conjunto de genes específicos de insulina (pág. 631). 


La elevación rápida del Ca?* citosólico, inducida por la abertu- 
ra de los conductos iónicos en las membranas citoplásmicas o la 
membrana plasmática, inicia una gran variedad de reacciones ce- 
lulares. La concentración normal de iones Ca?* en el citosol se man- 
tiene en cerca de 1077 M por la acción de bombas de calcio situadas 
en la membrana plasmática y la membrana del retículo endoplásmi- 
co liso. Muchos estímulos diferentes (desde un espermatozoide hasta 
un impulso nervioso que llega a una célula muscular), propician un 
aumento súbito de la concentración citosólica de calcio, la cual puede 
seguir a la abertura de los conductos del Ca?* en la membrana plas- 
mática, receptores de IP, o receptores de rianodina, que son un tipo 
diferente de conducto del calcio ubicado en la membrana del retículo 
endoplásmico liso. Según sea el tipo de célula, los conductos de ria- 
nodina pueden abrirse por un potencial de acción que llega a la célula 
o por la entrada de una pequeña cantidad de calcio por la membra- 
na plasmática. Entre las respuestas del aumento de la concentración 
citosólica de calcio, algunas son la activación o inhibición de varias 
enzimas y sistemas de transporte, fusión de membrana o alteraciones 
de las funciones contráctiles o del citoesqueleto. El calcio no actúa 
sobre estos diversos blancos en su estado iónico libre, sino que se une 
con un pequeño grupo de proteínas para unión con calcio, que a su 
vez inducen la respuesta. La más difundida de estas proteínas es la 
calmodulina, que contiene cuatro sitios para unión con calcio. El ion 
calcio también es un mensajero intracelular importante en las células 
vegetales, donde media las respuestas a diversos estímulos, incluidos 
cambios de la luz, presión, gravedad y la concentración de hormonas 
vegetales como el ácido abscísico (pág. 634). 
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Las diferentes vías de señalización se interconectan con frecuen- 
cia. Como resultado, las señales de diversos ligandos no relacionados 
pueden convergir para activar a un efector común, como Ras; las se- 
ñales del mismo ligando pueden divergir para activar varios efectores 
diferentes y las señales pueden pasar en uno y otro sentido entre 
distintas vías (comunicación cruzada) (pág. 638). 


El óxido nítrico actúa como mensajero intercelular que se difunde 
en forma directa por la membrana plasmática de la célula blanco. 
Entre las actividades que estimula el NO está la relajación de las 
células de músculo liso que recubren los vasos sanguíneos. El NO se 
produce por acción de la enzima sintasa de óxido nítrico, que em- 
plea arginina como sustrato. A menudo, el NO funciona mediante la 
activación de la guanilil ciclasa para producir el segundo mensajero 


cGMP (pág. 640). 


ye 


Las vías de señalización pueden conducir a la apoptosis, la muerte 
celular programada. Los ejemplos de apoptosis incluyen la muerte 
del exceso de células nerviosas, la muerte de linfocitos T que reac- 
cionan con los propios tejidos del cuerpo y la muerte de las células 
cancerosas potenciales. La muerte por apoptosis se caracteriza por la 
compactación general de la célula y su núcleo, con disección ordenada 
de la cromatina por efecto de endonucleasas especiales. La apoptosis 
está mediada por enzimas proteolíticas llamadas caspasas que activan 
o desactivan sustratos proteínicos clave mediante la eliminación de una 
parte de su cadena polipeptídica. Se han identificado dos vías distintas 
de apoptosis, una iniciada por estímulos extracelulares que actúan me- 
diante receptores de muerte, como TNFRI1, y la otra desencadenada 
por estrés celular interno que actúa a través de la liberación de citocro- 
mo c del espacio intermembranoso de la mitocondria y la activación de 


miembros proapoptóticos de la familia de la proteína Bcl-2 (pág. 642). 


PREGUNTAS ANALITICAS — — ———————— 


1. El tema de la señalización celular se incluyó cerca del final del 
libro porque reúne muchos temas distintos de la biología celu- 
lar. Una avez que haya leído el capítulo por completo, ¿estaría 
de acuerdo o en desacuerdo con esta aseveración? Sustente sus 
conclusiones con un ejemplo. 


2. Suponga que la vía de señalización de la figura 15-3 condujera 
a la activación de un gen que inhibe una cinasa dependiente 
de ciclina encargada de impulsar a la célula a la fase S del ciclo 
celular. ¿De qué manera una mutación debilitante en la cinasa 
3 de proteína afectaría el crecimiento celular? 


3. ¿Cuál podría ser el efecto sobre la función hepática de una mu- 
tación en un gen que codifica una fosfodiesterasa de cAMP, 
una mutación en un gen que codifique un receptor para gluca- 
gon, una mutación en un gen que codificara la fosforilasa cinasa 
y una mutación que alterara el sitio activo de la GTP-asa de 
una subunidad G ? (Asuma que en todos los casos la mutación 
causa una pérdida de función del producto génico.) 


4. El Ca?*, IP, y CAMP se describieron como segundos mensa- 
jeros. ¿En qué forma sus mecanismos de acción son similares y 
distintos? 


5. En la cascada de reacciones ilustrada en la figura 15-20, ¿qué 
pasos conducen a la amplificación y cuáles no? 


6. Suponga que la adrenalina y la noradrenalina pudieran iniciar 
una respuesta similar en una célula blanco particular. ¿Cómo 
determinaría si los dos compuestos actúan mediante la unión 
con el mismo receptor en la superficie celular o no? 


7. Uno de los experimentos clave para mostrar que las uniones 
comunicantes (pág. 256) permiten el paso de pequeñas molé- 
culas se realizó al permitir que las células del músculo cardia- 
co (que se contraen como respuesta a la adrenalina) formaran 
uniones comunicantes con células de la granulosa ovárica 
(que responden a la FSH con varios cambios metabólicos). 
Luego, los investigadores agregaron FSH al cultivo celular 
mixto y observaron la contracción de las células musculares. 
¿De qué manera las células musculares reaccionan a la FSH y 
qué supone esto acerca de la estructura y función de las unio- 
nes comunicantes? 


8. ¿Cómo esperaría que un análogo de GTP que la célula no pudo 
hidrolizar (un análogo no hidrolizable) afecte los fenómenos de 
señalización que ocurren durante la estimulación de una célula 
hepática por el glucagon», ¿cuál sería el efecto del mismo análo- 
go en la transducción de la señal de una célula epitelial después 


de la exposición al factor de crecimiento epidérmico (EGF), 
¿cómo se compararía esto con los efectos de la toxina del cólera 
(pág. 614) en estas mismas células? 


9. Usted sospecha que la fosfatidilcolina podría servir como pre- 
cursora de un segundo mensajero que inicia la secreción de una 
hormona en un tipo de célula endocrina cultivada que está bajo 
estudio. Además, sospecha que el segundo mensajero liberado 
por la membrana plasmática como reacción a un estímulo es 
el fosfato de colina. ¿Qué tipo de experimento podría llevar a 
cabo para comprobar su hipótesis? 

10. La figura 15-25 muestra los cambios localizados en [Ca?*] 
dentro del árbol dendrítico de una célula de Purkinje. Los 
iones de calcio son agentes pequeños que se difunden con 
rapidez. ¿Cómo es posible que una célula mantenga diferen- 
tes concentraciones de este ion libre en distintas regiones del 
citosol?, ¿qué cree que sucedería si inyectara un volumen pe- 
queño de una solución de cloruro de calcio en una región de 
una célula inyectada ya antes con una sonda de calcio fluores- 
cente? 


11. Formule una hipótesis que explique cómo el contacto de la su- 
perficie externa de un huevo con un espermatozoide produce 
una oleada de liberación de Ca?* que se extiende a todo el hue- 
vo, como se muestra en la figura 15-27. 


12. Como la calmodulina activa muchos efectores diferentes (p. ej., 
proteínas cinasas, fosfodiesterasas, proteínas transportadoras de 
calcio), una molécula de calmodulina debe tener muchos sitios 
diferentes en su superficie. ¿Está de acuerdo con dicha asevera- 
ción?, ¿por qué? 

13. La diabetes es una enfermedad que puede aparecer por varios 
defectos distintos de la función de la insulina. Describa tres 
anormalidades moleculares diferentes en una célula hepática 
que pueden hacer que distintos pacientes muestren un cuadro 
clínico similar que incluya, por ejemplo, altas concentraciones 
de glucosa en sangre y orina. 


14. ¿Esperaría que una respuesta celular al EGF fuera más sensible 
a la fluidez de la membrana plasmática que su respuesta a la 
insulina?, ¿por qué? 

15. ¿Esperaría que una mutación en Ras fuera una causa dominan- 
te o recesiva en el origen del cáncer?, ¿por qué? (Una mutación 
dominante produce su efecto cuando sólo muta uno de los ale- 
los homólogos, mientras que una mutación recesiva requiere 
que ambos alelos del gen estén afectados.) 


16. 


{7 


18. 


19. 


20. 


Especule acerca del mecanismo mediante el cual la apoptosis 
podría tener una participación crucial para combatir el desarro- 
llo del cáncer, un tema que se trata en el capítulo siguiente. 


Usted trabaja con un tipo de fibroblasto que en condiciones 
normales responde al factor de crecimiento epidérmico, con un 
aumento de su ritmo de crecimiento y división, y a la adrenali- 
na, con un descenso de la velocidad de crecimiento y división. 
Ya comprobó que ambas reacciones requieren la vía de la cinasa 
de MAP y que el EGF actúa mediante una RTK y la adre- 
nalina a través de un receptor unido a proteína G. Suponga 
que identifica una cepa mutante de estas células que aún puede 
responder al EGF, pero ya no se inhibe con la adrenalina. Sos- 
pecha que la mutación afecta la comunicación cruzada entre 
dos vías (mostradas en la fig. 15-33). ¿Qué componente de esta 
figura podría afectarse por tal mutación? 


¿Qué similitud tiene la oleada de calcio que ocurre después de 
la fecundación con un impulso nervioso que viaja por una neu- 
rona? 


Una vez que ha leído la sección sobre la percepción del gusto, 
¿por qué supone que ha sido difícil encontrar venenos eficaces 
para ratas? 


Uno de los genes del virus de la vacuna codifica una proteí- 
na llamada CrmA que es un inhibidor potente de las caspasas. 
¿Qué efecto esperaría que tuviera este inhibidor en una célula 
infectada?, ¿por qué resulta esto ventajoso para el virus infec- 
tante? 


21. 


22. 


23. 


24. 
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La mayor parte de las RTK actúa en forma directa sobre los 
efectores en dirección 3', mientras que la RTK de la insulina 
actúa mediante una proteína de acoplamiento intermediaria, 
un sustrato receptor de insulina (IRS). ¿Existe alguna ventaja 
en la señalización que pudiera derivar del uso de estos IRS in- 
termediarios? 


Los investigadores han informado que 1) la mayor parte de 
los efectos fisiológicos de la insulina sobre las células blanco 
puede bloquearse mediante la incubación de células con wort- 
manina, un compuesto que inhibe en forma específica la enzi- 
ma PI3K, y 2) que el impulso para que las células expresen de 
modo exagerado una forma con actividad constitutiva de PKB 
(una forma de la enzima que siempre está activa sin importar 
las circunstancias) induce una reacción en las células idéntica 
a la que suscita la adición de insulina a estas células. Al observar 
la figura 15-23, ¿puede decirse que esto era lo previsto?, ¿por 
qué? 

Los ratones con bloqueo génico incapaces de producir caspasa 
9 mueren como resultado de varios defectos, en particular un 
cerebro muy grande. ¿Por qué estos ratones tienen tal fenotipo?, 
¿en qué esperaría que el fenotipo de un ratón con eliminación 
genética del citocromo c fuera comparable al ratón en el cual se 
suprimió la caspasa 9? 


¿Por qué supone que algunas personas consideran que un com- 
puesto llamado PROP tiene un sabor amargo, mientras que 
otras no lo perciben? 


16 


Cáncer 


16.1 Propiedades básicas de 
una célula cancerosa 


16.2 Causas del cáncer 
16.3 La genética del cáncer 


16.4 Nuevas medidas para combatir 
el cáncer 


Vías experimentales: 
El descubrimiento de los oncogenes 


650 


1 cáncer es una enfermedad genética porque puede rastrearse hasta alte- 

raciones dentro de genes específicos, pero en la mayor parte de los casos 

no es hereditario. En una enfermedad hereditaria, el defecto genético se 
halla en los cromosomas de uno de los padres y se transmite al cigoto. En cambio, las 
alteraciones genéticas que conducen a la mayoría de los cánceres surgen en el DNA 
de una célula somática durante la vida del individuo afectado. A causa de estos cam- 
bios genéticos, las células cancerosas proliferan de manera incontrolable y producen 
tumores malignos que invaden el tejido sano circundante (fig. 16-1). Mientras el cre- 
cimiento del tumor permanezca localizado, la enfermedad casi siempre puede tratarse 
y curarse mediante la extirpación quirúrgica de la neoplasia. Sin embargo, los tumores 
malignos son propensos a la metástasis, es decir, a diseminar células que se separan de 
la masa original, ingresan a la circulación linfática o sanguínea y se extienden a sitios 
distantes del cuerpo, donde establecen tumores secundarios letales (metástasis) que ya 
no son susceptibles de extirpación quirúrgica. El tema de la metástasis se describe en 
la Perspectiva humana del capítulo 7, en la página 248. 

Por su efecto en la salud humana y por la esperanza de desarrollar una curación, 
el cáncer ha sido el centro de un enorme esfuerzo de investigación durante decenios. 
Aunque tales estudios han conducido a un avance notable en la comprensión de las 
bases celulares y moleculares del cáncer, han tenido poca repercusión en la preven- 
ción de la aparición tumoral o el aumento en la probabilidad de sobrevivir a la mayor 
parte de los tumores cancerosos. La figura 16-2 muestra la incidencia de los diversos 
tipos de cáncer en Estados Unidos y los índices de mortalidad correspondientes. Los 
tratamientos actuales, como la quimioterapia y la radiación, carecen de la especifici- 
dad necesaria para destruir a las células cancerosas sin ocasionar graves efectos cola- 
terales que acompañan a estos tratamientos. Como resultado, los pacientes casi nunca 


Cráneo con cigarrillo. (VINCENT VAN GocH, 1885, Museo Van GocH, AmsTERDAM/O 
ArT Resourcer, NY.) 


FIGURA 16-1 Invasión de tejido normal por un tumor en crecimien- 
to. Esta micrografía óptica de un corte de hígado humano muestra un 
melanosarcoma metastásico (en rojo) que invade el tejido hepático nor- 
mal. (MICROGRAFÍA DE ASTRID Y HaAnNs-FrRIEDER MICHLER/SCIENCE 
Phoro Lisrary/PHoTO RESEARCHERS, INC.) 


pueden someterse a las dosis lo bastante elevadas de fármacos 
o radiación para destruir todas las células tumorales que hay en 
su cuerpo. Los investigadores en cáncer han trabajado durante 
muchos años para desarrollar tratamientos más eficaces y me- 
nos debilitantes. Al final de este capítulo se describen algunas 
de estas nuevas formas terapéuticas. Mi 


16.1 PROPIEDADES BÁSICAS 
DE UNA CÉLULA CANCEROSA 


El comportamiento de las células cancerosas es más fácil de estu- 
diar cuando éstas crecen en cultivos. Las células cancerosas pue- 
den obtenerse si se extirpa un tumor maligno, se separa el tejido 
en sus células componentes y se cultivan las células in vitro. Con 
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los años, se han recolectado muchas líneas celulares diferentes de 
células cultivadas obtenidas de tumores humanos en bancos ce- 
lulares y están disponibles para estudio. Una alternativa consiste 
en convertir las células normales en células cancerosas mediante 
sustancias carcinógenas, radiación o virus tumorales. Las células 
que se transformaron in vitro con sustancias o virus casi siempre 
producen tumores cuando se introducen en un animal hospe- 
dador. Hay muchas diferencias entre las propiedades de un tipo 
de célula cancerosa y otro, pero al mismo tiempo existen varias 
propiedades básicas que comparten todas las células cancerosas, 
sin importar cuál sea el tejido de origen. 

La característica más importante de una célula cancerosa, al 
nivel celular, ya sea que se encuentre en el cuerpo o en una caja de 
cultivo, es la pérdida de control del crecimiento. La capacidad para 
crecer y dividirse no es muy distinta a la de las células normales. 
Cuando estas últimas crecen en un cultivo en condiciones que 
promueven la proliferación celular, crecen y se dividen a un ritmo 
similar al de sus contrapartes malignas. Sin embargo, cuando las 
células normales proliferan hasta el punto en que cubren el fondo 
del plato de cultivo, su ritmo de crecimiento disminuye en grado 
notable y tienden a mantener una sola capa (monocapa) de células 
(fig. 16-3a,0). La velocidad de crecimiento disminuye conforme 
las células normales responden a las influencias inhibidoras de 
su ambiente. Las influencias inhibidoras del crecimiento pueden 
ser resultado del agotamiento de los factores de crecimiento en 
el medio de cultivo o del contacto con las células circundantes 
en el plato. En cambio, cuando las células malignas se cultivan en 
las mismas condiciones, continúan su crecimiento y se apilan una 
sobre otra para formar cúmulos (fig. 16-3c,d). Es evidente que las 
células malignas no reaccionan a los tipos de señales que cesan el 
crecimiento y la división de las células normales. 

Las células cancerosas no sólo ignoran las señales que inhi- 
ben el crecimiento, sino que prosiguen su crecimiento en ausen- 
cia de las señales estimulantes del crecimiento que requieren las 
células normales. El crecimiento celular normal en cultivo de- 
pende de factores de crecimiento, como el factor de crecimiento 
epidérmico y la insulina, presentes en el suero (la fracción líquida 


FIGURA 16-2 Incidencia de nuevos casos de cáncer y muertes en Estados Unidos (2000-2003). 
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Células normales 


Las células cancerosas crecen en cúmulos 


(c) (2) 


de la sangre), que casi siempre se agrega al medio de cultivo (fig. 
16-4). Las células cancerosas pueden proliferar en ausencia de 
suero porque su ciclo celular no depende de las señales transmi- 
tidas por los receptores para factores de crecimiento situados en 
su superficie (pág. 623). Como se verá enseguida, esta transfor- 
mación es resultado de cambios básicos en las vías intracelulares 
que rigen la proliferación y la supervivencia celulares. 

Las células normales que crecen en cultivo tienen una capa- 
cidad limitada para la división celular; después de cierto número 
de divisiones mitóticas presentan un proceso de envejecimiento 
que las vuelve inadecuadas para continuar el crecimiento y la di- 
visión (pág. 495). Por otro lado, las células cancerosas parecen 
inmortales porque se dividen en forma indefinida. Esta diferen- 
cia en el potencial de crecimiento se atribuye a menudo a la pre- 
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FIGURA 16-4 Efectos de la privación de suero en el crecimiento de las 
células normales y las transformadas. En tanto que el crecimiento de 
las células malignas continúa sin importar la presencia o ausencia de fac- 
tores de crecimiento exógenos, las células normales requieren estas sus- 
tancias en el medio para continuar su crecimiento. El crecimiento de las 
células normales se nivela cuando los factores de crecimiento se agotan. 


FIGURA 16-3 Propiedades de crecimiento de las cé- 
lulas normales y las cancerosas. Las células normales 
típicas crecen en una caja de cultivo hasta que cubren la 
superficie con una monocapa (a y b). En cambio, las cé- 
lulas que se transformaron por acción de virus o sustan- 
cias carcinógenas (o células malignas que se cultivaron a 
partir de tumores) crecen en cúmulos de muchas capas o 
focos (c y d). (B Y D: CORTESÍA DE G. STEVEN MARTIN.) 


sencia de telomerasa en las células cancerosas, enzima ausente de 
las células normales. Hay que recordar que en la página 493 se 
explicó que la telomerasa mantiene los telómeros en los extremos 
de los cromosomas, lo que permite que las células continúen la 
división. Se cree que la ausencia de telomerasa en la mayor parte 
de las células normales es una de las principales defensas que 
protegen al cuerpo contra el crecimiento de tumores. 

Las alteraciones más llamativas en el núcleo después de la 
transformación suceden dentro de los cromosomas. Las células 
normales mantienen su complemento cromosómico diploide 
mientras crecen y se dividen, in vivo e in vitro. En cambio, las cé- 
lulas cancerosas son inestables desde el punto de vista genético y 
a menudo tienen complementos cromosómicos muy anormales, 
un trastorno conocido como aneuploidia (fig. 16-5), que ocurre 
sobre todo como resultado de los defectos en el punto de com- 
probación mitótica (pág. 584) o de la presencia de un número 
anormal de centrosomas (fig. 14-17c).* En la figura 16-5 resulta 
evidente que el crecimiento de las células cancerosas depende 
mucho menos del contenido cromosómico diploide estándar que 
el crecimiento de las células normales. De hecho, cuando el con- 
tenido cromosómico de una célula normal se altera, por lo gene- 
ral se activa una vía de señalización que conduce a la autodes- 
trucción (apoptosis) de la célula. En cambio, las células malignas 
casi nunca inducen la apoptosis, incluso cuando el contenido 
cromosómico se altera de forma notoria. La protección contra 
la apoptosis es otra característica importante que distingue a 
muchas células cancerosas de las normales. Por último, puede 
señalarse que las células cancerosas a menudo dependen de la 
glucólisis, que es una vía metabólica anaerobia (fig. 3-24). Esta 
propiedad podría reflejar las altas necesidades metabólicas de las 


“Existe controversia acerca de si el desarrollo de la aneuploidia ocurre en una 
etapa temprana de la formación del tumor y es la causa de la inestabilidad 
genética que caracteriza a las células cancerosas, o bien si se trata de un 
fenómeno tardío y una mera consecuencia del crecimiento canceroso anormal. 
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FIGURA 16-5 Cariotipo de una célula de una línea de cáncer mamario 
que muestra un complemento cromosómico muy anormal. Una cé- 
lula diploide normal tendría 22 pares de autosomas y dos cromosomas 
sexuales. Los dos miembros de un par serían idénticos y cada cromoso- 
ma tendría un solo color continuo (como en el cariotipo de una célula 
normal en la figura 12-184 que utiliza la misma técnica de visualización 
espectral.) Los cromosomas de esta célula están muy alterados, como 


células cancerosas y un suministro sanguíneo inadecuado dentro 
del tumor. En condiciones de hipoxia (O, reducido), las células 
cancerosas activan un factor de transcripción llamado HIF que 
induce la formación de nuevos vasos sanguíneos y promueve las 
propiedades migratorias de las células, lo cual podría contribuir 
a la diseminación tumoral. Sin embargo, incluso cuando el oxí- 
geno es abundante, las células tumorales generan gran parte de 
su ATP mediante glucólisis. El producto final de la glucólisis es 
el ácido láctico, que se secreta al microambiente tumoral, donde 
podría fomentar el crecimiento de la neoplasia. 

Son estas propiedades de las células cancerosas (que pueden 
demostrarse en cultivo), junto con su tendencia a diseminarse a 
sitios distantes del cuerpo, lo que las convierte en una amenaza 
tan grande para el bienestar de todo el organismo. 


1. Describa algunas de las propiedades que distinguen a 
las células cancerosas de las normales. 

2. ¿Cómo se manifiestan las propiedades de las células 
malignas en cultivo? 


16.2 CAUSAS DEL CÁNCER 


En 1775, Percivall Pott, un cirujano británico, estableció la pri- 
mera relación conocida entre un agente ambiental y el desarrollo 
de cáncer. Pott concluyó que la elevada incidencia de cáncer en 
la cavidad nasal y la piel del escroto de los limpiadores de chime- 


lo demuestra la presencia de cromosomas adicionales y faltantes, así 
como cromosomas con más de un color. Estos cromosomas multico- 
lores reflejan la gran cantidad de translocaciones que ocurrieron en las 
generaciones celulares previas. Una célula con puntos de revisión nor- 
males en el ciclo celular y vías apoptósicas normales nunca alcanzaría un 
complemento cromosómico similar al observado aquí. (CorTESÍA DE J. 
Davıpson Y Pau A.W. EpwarDs.) 


neas se debían a su exposición crónica al hollín. En los últimos 
decenios se aislaron las sustancias carcinógenas del hollín, junto 
con otros cientos de compuestos con capacidad demostrada para 
inducir cáncer en animales de laboratorio. Además del conjunto 
diverso de sustancias, hay varios tipos más de agentes que también 
son carcinógenos, como la radiación ionizante y diversos virus de 
DNA y RNA. Todos estos agentes tienen una propiedad común: 
alteran el genoma. Por lo general, puede demostrarse que las sus- 
tancias carcinógenas, como las que encuentran en el hollín o el 
humo de los cigarrillos, inducen mutaciones en forma directa o 
se convierten en compuestos mutágenos por acción de enzimas 
celulares. De igual forma, la radiación ultravioleta, principal cau- 
sa de cáncer cutáneo, también es un mutágeno potente. 

Varios virus pueden infectar células de mamíferos en culti- 
vos celulares y transformarlas en células cancerosas. En términos 
generales, estos virus se dividen en dos grandes grupos: virus 
tumorales de DNA y virus tumorales de RNA, según sea el tipo 
de ácido nucleico que se encuentre dentro de la partícula viral 
madura. Entre los virus de DNA capaces de transformar a las cé- 
lulas figura el virus polioma, el virus simiesco 40 (SV 40), adeno- 
virus y virus similares al del herpes. Los virus tumorales de RNA, 
o retrovirus, tienen una estructura semejante a la del virus de 
inmunodeficiencia humana (VIH) (fig. 1-214) y son el tema 
de la sección Vías experimentales que se encuentra al final de 
este capítulo. Los virus tumorales pueden transformar las células 
porque portan genes cuyos productos interfieren con las activida- 
des normales que regulan el crecimiento celular. Aunque los virus 
tumorales tuvieron un valor incalculable para los investigadores 
en la identificación de muchos genes participantes del origen de 
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las neoplasias, los virus sólo se relacionan con un pequeño nú- 
mero de las variantes del cáncer en humanos. Sin embargo, otros 
tipos de virus se relacionan hasta con 20% de los cánceres en 
todo el mundo. En la mayor parte de los casos, estos virus incre- 
mentan en gran medida el riesgo de una persona para desarrollar 
cáncer en lugar de ser el único factor causante de la enfermedad. 
Esta relación entre la infección viral y el cáncer la ilustra el virus 
del papiloma humano (HPV), que puede transmitirse mediante 
relaciones sexuales y cuya frecuencia va en aumento en la pobla- 
ción. Si bien el virus se encuentra en casi 90% de las pacientes 
con cáncer cervicouterino, algo indicativo de su importancia en 
el desarrollo de la enfermedad, la gran mayoría de las mujeres 
infectadas con el virus nunca desarrolla este tumor maligno. El 
HPV también se vincula como agente causal con cánceres de 
la boca y lengua, tanto en varones como en mujeres. En la ac- 
tualidad se dispone de una vacuna contra este virus. Otros virus 
vinculados con cánceres humanos incluyen el virus de la hepatitis 
B, que se relaciona con cáncer hepático; el virus de Epstein-Barr, 
vinculado con el linfoma de Burkitt; y un tipo de virus del herpes 
(HHV-8) que se relaciona con el sarcoma de Kaposi. 

Ciertos linfomas gástricos se vinculan con la infección cró- 
nica por la bacteria residente del estómago Helicobacter pylori, 
que también es la causante de úlceras. Datos recientes sugieren 
que muchos de estos cánceres vinculados con infecciones en rea- 
lidad son causados por la inflamación crónica inducida por la 
presencia del patógeno. La enteropatía inflamatoria (inflamma- 
tory bowel disease, BID), que también se caracteriza por inflama- 
ción crónica, se ha relacionado con mayor riesgo de cáncer de 
colon. Tales datos han hecho que los investigadores revisen más 
de cerca el proceso general de la inflamación como un factor no 
explorado en el desarrollo de muchos tipos de cánceres. 

La identificación de las causas de los distintos tipos de 
cáncer es una tarea que corresponde a los epidemiólogos, inves- 
tigadores que estudian los patrones de las enfermedades en las 
poblaciones. Las causas de ciertos cánceres son evidentes: el ta- 
baquismo provoca cáncer pulmonar, la exposición a la radiación 
ultravioleta da origen a cáncer cutáneo, y la inhalación de fibras 
de asbesto ocasiona mesotelioma. Sin embargo, a pesar de la gran 
cantidad de estudios, aún no se conocen con certeza las causas 
de la mayor parte de los cánceres humanos. Las personas viven 
en ambientes complejos y se exponen a muchos carcinógenos 
potenciales con un patrón cambiante a lo largo de decenios. El 
intento de reconocer las causas del cáncer a partir de una monta- 
ña de datos obtenidos de las respuestas a cuestionarios sobre los 
estilos de vida individuales ha sido muy difícil. La importancia 
de los factores ambientales (p. ej., la dieta) se advierte con más 
claridad en los estudios con hijos de parejas que migraron de 
Asia a Estados Unidos o Europa. Estas personas ya no tienen un 
alto índice de cáncer gástrico, como se observa en Asia, pero en 
su lugar padecen un riesgo elevado de cáncer de colon y mama, 
característico de los países occidentales (fig. 16-6). 

Existe un consenso entre los epidemiólogos de que ciertos 
ingredientes de la dieta, como las grasas animales y el alcohol, in- 
crementan el riesgo de cáncer, mientras que ciertos compuestos 
de las frutas, verduras y té pueden reducir ese riesgo. Al parecer, 
varios medicamentos ampliamente prescritos también tienen un 
efecto preventivo. Ya se demostró que el uso prolongado de los 
antiinflamatorios no esteroideos, como el ácido acetilsalicílico y 
la indometacina, reduce en gran proporción el riesgo de cáncer 
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FIGURA 16-6 Incidencia cambiante de cáncer en personas de ascen- 
dencia japonesa después de la inmigración a Hawai. La incidencia de 
cáncer estomacal declina, mientras que la de cáncer de mama y colon 
aumenta. Sin embargo, de los tres tipos de cáncer, sólo el de colon ha 
alcanzado tasas equivalentes a las de los hawaianos caucásicos en la se- 
gunda generación. (TOMADA DE L. N. KOLONEL ET AL., REIMPRESA CON 
AUTORIZACIÓN DE NATURE Revs. CANCER 4:3, 2004; © COPYRIGHT 
2004, MacmILLAN MAGAZINES Lro.) 


de colon. Se cree que este efecto se obtiene mediante la inhibi- 
ción de la ciclooxigenasa 2, una enzima que cataliza la síntesis 
de prostaglandinas similares a hormonas, las cuales promueven 
el crecimiento de pólipos intestinales. La acción supresora del 
cáncer de los antiinflamatorios no esteroideos respalda la idea 
de que la inflamación tiene una participación importante en el 
desarrollo de varios cánceres. 


r r 
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El cáncer es una de las dos primeras causas de muerte en países 
occidentales, y afecta a cerca de uno de cada tres individuos. Vis- 
to de esta forma, el cáncer es una enfermedad muy frecuente. Sin 
embargo, a nivel celular, el desarrollo de un tumor canceroso es 
un fenómeno muy raro. Cuando se realiza un escrutinio genético 
de las células de un tumor canceroso, siempre se encuentra que 
éstas surgieron de una sola célula. Por lo tanto, a diferencia de 
otras afecciones que requieren modificación de una gran canti- 
dad de células, el cáncer se debe a la proliferación descontrolada 
de una sola célula extraña (se dice que el cáncer es monoclonal). 
Considérese por un momento que el cuerpo humano tiene trillo- 
nes de células, billones de las cuales se someten a división celular 
cualquier día determinado. Aunque casi todas estas células en 
división tienen el potencial de cambiar su composición genética 
y crecer hasta formar un tumor maligno, esto sólo ocurre en cerca 
de un tercio de la población humana durante toda su vida. 

Una de las principales razones por las que más células no 
originan tumores cancerosos es que la transformación maligna 
requiere más que una sola alteración genética. Es posible dis- 
tinguir entre dos tipos de alteraciones genéticas que podrían 
aumentar la probabilidad de desarrollar un tipo particular de 


cáncer: las que se heredan de los padres (mutaciones en la lí- 
nea germinal) y las que ocurren durante la vida del individuo 
(mutaciones somáticas). Existen unos cuantos tipos de mutacio- 
nes que pueden heredarse que elevan mucho la probabilidad de 
desarrollar cáncer. El estudio de estas mutaciones ha enseñado 
mucho sobre cómo los genes disfuncionales pueden conducir a 
la formación del cáncer; algunos de estos síndromes cancerosos 
hereditarios se describen más adelante. Sin embargo, por lo ge- 
neral las mutaciones hereditarias no son un factor importante 
en la ocurrencia de la mayor parte de los casos de cáncer. Una 
forma de establecer un cálculo general del impacto de la herencia 
en la formación de tumores es confirmar la probabilidad de que 
dos gemelos idénticos desarrollarán el mismo tipo de cáncer para 
cuando lleguen a cierta edad. Los estudios de este tipo sugieren 
que la probabilidad de que dos gemelos idénticos de 75 años 
compartan un cáncer particular, como el mamario o el prostático, 
está entre 10 y 15%, según el tipo de cáncer. Está claro que los 
genes que se heredan tienen una influencia significativa en 
los riesgos de desarrollar cáncer, pero el mayor impacto proviene 
de los genes que se alteran durante la vida. 

El desarrollo de un tumor maligno (carcinogénesis) es un 
proceso con múltiples pasos que se caracteriza por una progre- 
sión de alteraciones permanentes en una sola línea de células, lo 
que puede ocurrir en el transcurso de muchas divisiones celula- 
res sucesivas y requerir de varios años para completarse. Cada 
cambio genético puede inducir una característica específica del 
estado maligno, como la protección contra la apoptosis, como se 
expone en la sección 16-1. Conforme estos cambios genéticos 
ocurren gradualmente, las células de la línea se hacen cada vez 
menos reactivas a la maquinaria regulatoria normal del organis- 
mo y más capaces de invadir tejidos normales. Según este con- 
cepto, la tumorigénesis requiere que la célula que inicia el cáncer 
sea capaz de experimentar un gran número de divisiones celula- 
res. Este requerimiento ha hecho que se ponga mucha atención 
en los tipos de células presentes en un tejido que podrían tener el 
potencial de convertirse en tumorales. 

Los tumores sólidos más comunes (como los de mama, co- 
lon, próstata y pulmón), surgen en tejidos epiteliales que de ma- 
nera normal experimentan un nivel relativamente alto de división 
celular. Lo mismo es válido para las leucemias, que se desarrollan 
en tejidos formadores de sangre en rápida división. Las células 
de estos tejidos pueden clasificarse de manera aproximada en tres 
grupos: 1) células primordiales, con potencial de proliferación 
ilimitado, que tienen la capacidad de producir más células igua- 
les, y dar origen a todas las células del tejido (pág. 19); 2) células 
progenitoras, que se derivan de células primordiales y poseen 
capacidad limitada de proliferar, y 3) los productos finales dife- 
renciados del tejido, que por lo general han perdido la capacidad 
de dividirse. En la figura 17-6 se presentan ejemplos de estos 
tres grupos. 

Dado el hecho de que la formación de un tumor requiere 
que una célula sea capaz de dividirse extensamente, se han con- 
siderado dos escenarios generales para el origen de los tumores. 
En un escenario, el cáncer surge de una población relativamente 
pequeña de células progenitoras que habitan dentro de cada te- 
jido adulto. Dadas su larga vida y su potencial de división ilimi- 
tado, las células primordiales tienen la oportunidad de acumular 
las mutaciones requeridas para la transformación maligna; varios 
estudios sugieren que estas células son el origen de diferentes ti- 
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pos de tumores. En otro escenario, las células progenitoras “com- 
prometidas” pueden dar origen a tumores malignos al adquirir 
determinadas propiedades, como la capacidad de proliferación 
ilimitada, como parte del proceso de progresión tumoral. Estos 
dos escenarios no se excluyen mutuamente, ya que algunos tu- 
mores bien pueden surgir de células primordiales y otros pueden 
hacerlo de la población de células progenitoras comprometidas. 

A medida que el cáncer crece, las células de la masa tumoral 
se someten a un tipo de selección natural que propicia la acumu- 
lación de células con propiedades más favorables para el creci- 
miento tumoral. Por ejemplo, sólo las neoplasias que contienen 
células que mantienen la longitud de sus telómeros son capaces 
de sostener un crecimiento ilimitado (pág. 495). Cualquier célula 
que aparezca dentro de un tumor que exprese telomerasa tiene 
una enorme ventaja de crecimiento sobre las demás células que 
no expresan esta enzima. Con el tiempo, proliferan las células 
que expresan la telomerasa mientras que aquellas que no cuen- 
tan con la enzima mueren hasta que todas las células del tumor 
contienen telomerasa. La expresión de tal enzima ilustra otra ca- 
racterística importante de la progresión tumoral; no todos estos 
cambios se deben a una mutación genética. La activación de la 
expresión de telomerasa puede considerarse un cambio epigené- 
tico, uno que se debe a la activación de un gen reprimido en con- 
diciones normales. Como se explica en el capítulo 12, es probable 
que este tipo de proceso de activación implique un cambio en la 
estructura de la cromatina en y alrededor del gen o un cambio 
en el estado de la metilación del DNA, o ambas cosas. Una vez 
que se produce el cambio epigenético, se transmite a toda la pro- 
genie de esa célula y, por consiguiente, representa una alteración 
heredable y permanente. Incluso después de convertirse en ma- 
lignas, las células cancerosas no dejan de acumular mutaciones 
y cambios epigenéticos que las torna cada vez más anormales 
(como se observa en la figura 16-5). Esta inestabilidad genética 
hace que la enfermedad sea difícil de tratar con la quimioterapia 
convencional porque a menudo surgen células dentro de la masa 
tumoral que resisten al fármaco. 

Los cambios genéticos que ocurren durante la progresión 
tumoral a menudo se acompañan de cambios histológicos, esto 
es, cambios en el aspecto de las células. Los cambios iniciales 
con frecuencia producen células que pueden identificarse como 
“precancerosas”, lo cual indica que han adquirido algunas de las 
propiedades de una célula cancerosa, como la pérdida de deter- 
minados controles de la proliferación, pero carecen de la capa- 
cidad de invadir tejidos normales o dar metástasis. El frotis de 
Papanicolaou es una prueba para detectar células precancerosas 
en el recubrimiento epitelial del cuello uterino. El desarrollo de 
cáncer cervical casi siempre progresa durante más de 10 años 
y se distingue por células cada vez más anormales (menos di- 
ferenciadas que las células normales, con núcleos más grandes, 
como se muestra en la figura 16-7). Cuando se detectan células 
con apariencia anormal, el sitio precanceroso del cuello uterino 
puede localizarse y destruirse con láser, congelamiento o inter- 
vención quirúrgica. Algunos tejidos a menudo generan tumores 
benignos, que contienen células las cuales han proliferado para 
formar una masa con pocas probabilidades de hacerse maligna. 
Las molas (lunares) que todo el mundo posee son un ejemplo de 
tumores benignos. Estudios recientes indican que las células pig- 
mentarias que constituyen una mola experimentan una respuesta 
que las hace entrar en un estado de detención permanente de la 
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(a) 


FIGURA 16-7 Detección de células anormales (premalignas) en un ex- 
tendido de Papanicolaou. (a) Células epiteliales escamosas normales del 
cuello uterino. Las células tienen una morfología uniforme con núcleo cen- 


división, llamado senescencia. Al parecer ésta es inducida en las 
células pigmentarias después de que han sufrido algunos de los 
cambios genéticos que en otras circunstancias las harían conver- 
tirse en malignas. Este concepto de “senescencia forzada” podría 
representar otra vía que ha surgido en la evolución para restringir 
el desarrollo de cáncer en los organismos superiores. Las bases 
moleculares de la vejez se describen mejor en la página 663. 


Genes supresores de tumor y oncogenes: 
frenos y aceleradores 


Los genes que intervienen en la carcinogénesis se dividen en dos 
grandes categorías: genes supresores de tumores y oncogenes. 
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tumoral mutado 


Crecimiento celular normal 


tral y pequeño. (4) Células anormales de una tumoración in situ, un cáncer 
preinvasivo del cuello uterino. Las células tienen formas heterogéneas y nú- 
cleos grandes. (MicrOGRAFÍAs DE © Vu/Cañisco/VIsuALs UNLIMITED.) 


Los genes supresores de tumor actúan como frenos celulares, 
codifican proteínas que restringen el crecimiento celular y pre- 
vienen la transformación maligna de las células (fig. 16-84). La 
existencia de estos genes se descubrió en los estudios de finales 
del decenio de 1960 en los que se fusionaron células normales y 
malignas de roedor. Algunas de las células híbridas que se forma- 
ron en este tipo de fusión perdieron sus características malignas, 
lo que sugiere que una célula normal tiene factores que pueden 
suprimir el crecimiento descontrolado de una célula cancerosa. 
Se acumularon más datos de la existencia de genes supresores 
de tumores con las observaciones de que regiones específicas de 
algunos cromosomas particulares siempre se eliminan en células 
de ciertos tipos de cáncer. Si la ausencia de tales genes se vincula 
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FIGURA 16-8 Efectos contrastantes de las mutaciones en los genes su- 
presores tumorales (a) y los oncogenes (b). Mientras que una mutación 
en una de las dos copias (alelos) de un oncogén puede ser suficiente 
para hacer que la célula pierda el control del crecimiento, para inducir 
el mismo efecto deben eliminarse ambas copias de un gen supresor tu- 
moral. Como se explica un poco más adelante, los oncogenes surgen de 
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protooncogenes como efecto de mutaciones con ganancia de función, 
esto es, mutaciones que hacen que el producto del gen tenga nuevas 
funciones que conducen a la transformación maligna. Por el contrario, 
los genes supresores tumorales sufren mutaciones con pérdida de fun- 
ción o desactivación epigenética que los vuelven incapaces de limitar el 
crecimiento celular. 


con el desarrollo de un tumor, entonces se infiere que la presencia 
normal de estos genes suprime la formación de neoplasias. 

Por otro lado, los oncogenes codifican proteínas que pro- 
mueven la pérdida del control de crecimiento y la conversión de 
una célula a su estado maligno (fig. 16-84). La mayor parte de los 
oncogenes actúan como aceleradores de la proliferación celular, 
pero también tienen otras funciones. Los oncogenes pueden oca- 
sionar inestabilidad genética, impedir que una célula se vuelva 
víctima de la apoptosis o promover la metástasis. La existencia 
de oncogenes se descubrió mediante una serie de investigaciones 
con virus tumorales de RNA que se documenta en la sección 
Vías experimentales al final de este capítulo. Tales virus transfor- 
man una célula normal en una maligna porque tienen un onco- 
gén que codifica una proteína que interfiere con las actividades 
normales de la célula. El momento crucial en estos estudios llegó 
en 1976, cuando se descubrió que un oncogén llamado src, por- 
tado por un virus tumoral de RNA denominado virus del sarco- 
ma aviar, estaba en realidad presente en el genoma de las células 
no infectadas. De hecho, el oncogén no era un gen viral, sino un 
gen celular que se había incorporado en el genoma viral duran- 
te una infección previa. Pronto se hizo evidente que las células 
tienen diversos genes, ahora conocidos como protooncogenes, 
con la capacidad de corromper las propias actividades celulares y 
conducirlas hacia el estado maligno. 

Como se explica más adelante, los protooncogenes codifi- 
can proteínas que tienen varias funciones en las actividades nor- 
males de la célula; pueden convertirse en oncogenes (activarse) 
por varios mecanismos (fig. 16-9): 
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1. El gen puede mutar de tal manera que altere las propiedades 
del producto del gen para que ya no funcione en forma nor- 
mal (fig. 16-9, vía a). 

2. El gen puede duplicarse una o más veces, lo que produce la 
amplificación y producción excesiva de la proteína codificada 
(fig. 16-9, vía b). 

3. Puede haber un nuevo ordenamiento cromosómico que mue- 
va una secuencia de DNA distante en el genoma hasta quedar 
próxima al gen, lo que modifica la expresión del gen o la na- 
turaleza del producto génico (fig. 16-9, vía c). 


Cualquiera de estas alteraciones genéticas puede hacer que 
una célula pierda capacidad de respuesta al control del crecimien- 
to normal, lo cual hace que funcione como una célula maligna. 
Los oncogenes actúan de manera dominante, lo que significa que 
una sola copia de un oncogén puede hacer que la célula exprese el 
fenotipo alterado, sin importar que haya o no una copia normal 
inactivada del gen en el cromosoma homólogo (fig. 16-85). Los 
investigadores han aprovechado esta propiedad para identificar a 
los oncogenes mediante la introducción del DNA sospechoso de 
contener el gen en células cultivadas para vigilar luego en busca 
de evidencia de alteración en las propiedades de crecimiento. 

Ya se explicó antes que el desarrollo de un tumor maligno 
humano requiere más que una sola alteración genética. La razón 
se vuelve aparente cuando se comprende que hay dos tipos de 
genes causantes de la formación tumoral. Siempre que una célula 
tenga su complemento íntegro de genes supresores tumorales, se 
considera protegida contra los efectos de un oncogén por razo- 


FIGURA 16-9 Activación de un protooncogén a un oncogén. La activa- 
ción puede realizarse de varias maneras, como se indica en esta figura. 
En la vía a, una mutación del gen altera la estructura y función de la 
proteína codificada. En la vía b, la amplificación del gen produce una 
expresión excesiva de éste. En la vía c, un reordenamiento del DNA 
pone un nuevo segmento de DNA cerca o junto al gen, lo que altera su 
expresión o la estructura de la proteína codificada. 
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CUADRO 16-1 Genes supresores tumorales 


Gen Tumor primario Función propuesta Síndrome heredado 
APC Colorrectal Se une con la catenina B y actúa como factor de transcripción Poliposis adenomatosa familiar 
ARF Melanoma Activación de p53 (antagonista de MDM2) Melanoma familiar 
BRCA1 Mamario Reparación de DNA Cáncer mamario familiar 
MSH2, MLH1 Colorrectal Reparación de discrepancia HNPCC 
E-Cadherina Mamario, colónico, etc.  Molécula de adhesión celular Cáncer gástrico familiar 
INK4a Melanoma, pancreático Inhibidor de p16: Cdk Melanoma familiar 

p14^®"F; estabiliza a p53 
NF1 Neurofibromas Activa la GTPasa de Ras Neurofibromatosis tipo 1 
NF2 Meningiomas Vincula la membrana con el citoesqueleto Neurofibromatosis tipo 2 
TPS3 Sarcomas, linfomas, etc. Factor de transcripción (ciclo celular y apoptosis) Síndrome de Li-Fraumeni 
PTEN Mamario, tiroideo Fosfatasa PIP, Enfermedad de Cowden 
RB Retiniano Se une con E2F (regulación de transcripción en el ciclo celular) Retinoblastoma 
VHL Renal Elongación y degradación proteínica Síndrome de von Hippel-Lindau 
WT1 Tumor de Wilms renal Factor de transcripción Tumor de Wilms 


nes evidentes durante la explicación de estos genes más adelante. 
La mayoría de los tumores contiene alteraciones en los genes 
supresores de neoplasias y en los oncogenes, lo que sugiere que 
la pérdida de una función supresora tumoral en la célula debe 
acompañarse de la conversión de un protooncogén en un onco- 
gén antes que la célula se torne maligna. Incluso en ese caso, es 
posible que la célula no manifieste todas las propiedades nece- 
sarias para invadir a los tejidos circundantes o formar colonias 
secundarias por metástasis. Se requieren mutaciones en genes 
adicionales, como los que codifican a las moléculas de adhesión 
celular o las proteasas extracelulares (descritas en la página 248), 
para que estas células adquieran un fenotipo completo que ponga 
en riesgo la vida. 

Ahora se pueden considerar las funciones de los productos 
que codifican los genes supresores tumorales y los oncogenes, 
además de examinar cómo las mutaciones en estos genes pueden 
hacer que una célula se vuelva maligna. 


Genes supresores tumorales La transformación de una 
célula normal a cancerosa se acompaña de la pérdida de la fun- 
ción de uno o más genes supresores tumorales. Por ahora hay cer- 
ca de dos docenas de genes referidos como supresores tumorales 
en los seres humanos, algunos de los cuales se listan en el cuadro 
16-1. Entre los genes de la lista se incluyen los que codifican fac- 
tores de transcripción (p. ej., TP53 y WT1), reguladores del ciclo 
celular (p. ej., RB y p16), componentes que regulan las proteínas 
G (NET), una fosfatasa de fosfoinosítida (PTEN) y una proteí- 
na que regula la elongación de la RNA polimerasa 11 (VAL).? 
De una u otra manera, casi todas las proteínas que codifican los 
genes supresores tumorales actúan como reguladores negativos 
de la proliferación celular, razón por la cual su eliminación pro- 
mueve el crecimiento celular descontrolado. Los productos de 
los genes supresores tumorales también ayudan a mantener la 
estabilidad genética, lo cual puede ser una razón primordial por 
la que los tumores contienen cariotipos tan anormales (fig. 16-5). 
Algunos genes supresores tumorales participan en el desarrollo 


2En este capítulo, que trata sobre todo de la biología humana, se sigue una 
convención cada vez más usual: los genes humanos se escriben con letras 
mayúsculas (p. ej., 4PC), los genes de ratones con la letra inicial mayúscula (p. ej., 
Brca1) y los genes virales con minúsculas (p. ej., src). 


de una gran variedad de tipos de cáncer, mientras que otros in- 
tervienen en la formación de uno o algunos tipos de cáncer. 

Se sabe que los miembros de algunas familias tienen un 
riesgo elevado para desarrollar ciertos tipos de cáncer. Aunque 
estos síndromes cancerosos hereditarios son raros, proporcionan 
una oportunidad sin precedentes para identificar genes supreso- 
res de tumores que, en caso de ausencia, contribuyen al desarrollo 
de formas hereditarias y esporádicas (no hereditarias) de cáncer. 
El primer gen supresor tumoral que se estudió y al final se clonó, 
(y uno de los más importantes), se relaciona con un cáncer infan- 
til poco común de la retina, el retinoblastoma. El gen causante de 
este trastorno se conoce como RB. La incidencia del retinoblas- 
toma sigue dos patrones distintos: 1) ocurre con gran frecuencia 
y en edades tempranas en los miembros de ciertas familias y 2) se 
presenta en forma esporádica a una edad mayor entre miembros 
de la población en general. El hecho de que el retinoblastoma 
aparezca en ciertas familias sugiere que el cáncer puede heredar- 
se. El examen de las células de niños que sufren retinoblastoma 
reveló que un miembro del par decimotercero de cromosomas 
homólogos carecía de una pequeña parte de la porción interior 
del cromosoma. La deleción se encontraba en todas las células 
de los niños, en las del cáncer retiniano y las de otras partes del 
cuerpo, lo que indicaba que la alteración cromosómica se heredó 
de alguno de los padres. 

El retinoblastoma se hereda como un rasgo genético domi- 
nante porque los miembros de las familias con alto riesgo que 
desarrollan la enfermedad heredan un alelo normal y uno anor- 
mal. No obstante, a diferencia de la mayor parte de los trastornos 
dominantes, como la enfermedad de Huntington, en la que los 
individuos que heredan un gen faltante o alterado siempre de- 
sarrollan la enfermedad, los niños que heredan un cromosoma 
sin el gen del retinoblastoma tienen una predisposición marcada 
para desarrollar el tumor, en lugar de heredar el trastorno como 
tal. De hecho, cerca de 10% de los individuos que heredan un 
cromosoma con una deleción RB nunca desarrolla el cáncer de 
la retina. ¿Cómo es que un pequeño porcentaje de estos sujetos 
predispuestos escapa a la enfermedad? 

En 1971, Alfred Knudson de la Texas University explicó la 
base genética del retinoblastoma; propuso que el desarrollo de 
éste requiere la mutación o eliminación de ambas copias del gen 
RB de una célula retiniana para que la célula pueda dar origen a 


un retinoblastoma. En otras palabras, el cáncer surge como re- 
sultado de dos “golpes” independientes en una sola célula. En 
casos de retinoblastoma esporádico, el tumor se desarrolló a par- 
tir de una célula retiniana en la que ambas copias del gen RB 
sufrieron mutación espontánea sucesiva (fig. 16-104). Como la 
probabilidad de que ambos alelos del mismo gen sean blanco de 
mutaciones debilitantes en la misma célula es extremadamente 
baja, la incidencia de cáncer en la población general es bajísima. 
En cambio, las células de una persona que hereda un cromo- 
soma con una deleción de RB ya se encuentran a la mitad del 
camino de convertirse en malignas. Una mutación en el alelo 
RB restante en cualquiera de las células de la retina produce una 
célula que carece del gen RB normal y por tanto no puede crear 
un producto funcional del gen RB (fig. 16-85). Esto explica por- 
qué los individuos que heredan un gen RB anormal tienen una 
predisposición tan alta a desarrollar el cáncer. El segundo “golpe” 
no ocurre en cerca del 10% de estos sujetos y no desarrolla la 
anomalía. La hipótesis de Knudson se confirmó más tarde me- 
diante el examen de las células de pacientes con una disposición 
hereditaria al retinoblastoma, en el que se encontró que ambos 
alelos del gen estaban alterados en las células cancerosas, como se 
había anticipado. Las personas con retinoblastomas esporádicos 
tienen células normales que carecen de mutaciones RB y células 
tumorales en las que ambos alelos del gen son anormales. 
Aunque las deficiencias en el gen RB se manifiestan prime- 
ro en el desarrollo de cánceres de la retina, este no es el final de la 
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historia. Las personas que sufren la forma hereditaria del retino- 
blastoma también tienen un alto riesgo de desarrollar otros tipos 
de tumores en edades más avanzadas, sobre todo sarcomas de te- 
jidos blandos (tumores de origen mesenquimatoso en lugar de 
epitelial). Las consecuencias de las mutaciones RB no se limitan 
a las personas que heredan un alelo mutante. Las mutaciones en 
los alelos RB son un fenómeno frecuente en los tipos esporádi- 
cos de cáncer de mama, próstata y pulmón entre individuos que 
heredaron dos alelos RB normales. Cuando las células de estos 
tumores se cultivan in vitro, la reintroducción de un gen RB de 
tipo nativo en las células es suficiente para suprimir su fenotipo 
canceroso, lo que indica que la pérdida de esta función génica 
contribuye en buena medida a la génesis tumoral. A continua- 
ción se revisa con más detalle la participación del gen RB. 


La función de pRB en la regulación del ciclo celular La impor- 
tancia del ciclo celular en el crecimiento y proliferación de las 
células se trató en los capítulos 14 y 15, donde se señaló que los 
factores que controlan el ciclo celular pueden tener una partici- 
pación central en el desarrollo del cáncer. En su función mejor 
estudiada, la proteína que codifica el gen RB, pRB, ayuda a regu- 
lar el paso de las células de la etapa G, del ciclo celular a la fase S, 
durante la cual se produce la síntesis del DNA. Como se explica 
en la página 564, la transición de la etapa G, a la S es un periodo 
de compromiso para la célula; una vez que la célula ingresa en la 
fase S, siempre continúa con el resto del ciclo celular y la mitosis. 


Célula retiniana 
14 


Gen RB mutado 
heredado de un padre 


s N 


VA y A Mutación 
Crecimiento 08 ale espontánea 
Crecimiento 08 celular JU en la segunda 
celular normal copia del gen RB 
normal y 
y X` Mutación Crecimiento 
Crecimiento espontánea celular 
celular en la segunda normal Pérdida del 
normal copia del gen RB control de 
crecimiento 
Crecimiento Pérdida del 
celular control de 
normal crecimiento 
(a) (b) 


FIGURA 16-10 Mutaciones en el gen RB que pueden conducir al reti- 
noblastoma. (a) En casos esporádicos (no familiares) de la enfermedad, 
un individuo comienza su vida con dos copias normales del gen RB 
en el cigoto y el retinoblastoma se desarrolla sólo en los raros sujetos en 
los que una célula retiniana determinada acumula mutaciones indepen- 
dientes en ambos alelos del gen. (2) En los casos familiares (heredi- 


tarios) de la enfermedad, una persona comienza su vida con un alelo 
anormal del gen RB, casi siempre una deleción. Por lo tanto, todas las 
células de la retina tienen por lo menos uno de sus genes RB sin fun- 
ción. Si el otro alelo RB en una célula retiniana se desactiva, las más de 
las veces como resultado de una mutación puntual, esa célula da origen 
a un tumor retiniano. 
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La transición de G, a S se acompaña de la activación de muchos 
genes diferentes que codifican proteínas, desde DNA polimera- 
sas hasta ciclinas e histonas. Entre los factores de transcripción 
que participan en la activación de los genes necesarios para las 
actividades de la fase S figuran miembros de la familia E2F de 
los factores de transcripción, que son blancos claves de pRB. La 
función de pRB en el control de la actividad de E2F se ilustra 
en la figura 16-11. Durante G,, las proteínas E2F se mantienen 
unidas con pRB, lo cual impide que activen varios genes que 
codifican proteínas necesarias para las actividades de la fase S 
(p. ej., ciclina E y DNA polimerasa alfa). Los estudios sugieren 
(como indica el paso 1 de la figura 16-11) que el complejo E2F- 
pRB se relaciona con el DNA, pero actúa como gen represor y 


no como activador. A medida que se aproxima el final de la etapa 
G, la subunidad pRB del complejo pRB-E2F se fosforila por 
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FIGURA 16-11 La función de pRB en el control de la transcripción de 
genes necesarios para la progresión del ciclo celular. Durante la mayor 
parte de G,, la pRB no fosforilada se une con la proteína E2F. El com- 
plejo E2F-pRB se une con sitios reguladores en las regiones promotoras 
de muchos genes referidos en la progresión del ciclo celular y actúa como 
represor transcripcional que bloquea la expresión génica. Es probable que 
la represión implique la metilación de la lisina 9 o la histona H3 que mo- 
dula la configuración de la cromatina (pág. 488). La activación de la cinasa 
dependiente de ciclina (Cdk) conduce a la fosforilación de pRB, la cual ya 
no puede unirse con la proteína E2F (paso 2). En la vía representada aquí, 
la pérdida de la pRB unida convierte a la E2F unida con DNA en un ac- 
tivador de la transcripción, lo que conduce a la expresión de los genes que 
se regulan (paso 3). El mRNA se traduce en proteínas (paso 4) necesarias 
para la progresión de las células de G, a la fase S del ciclo celular (paso 5). 


Se han identificado otras funciones de pRB pero no se consideran aquí. 


acción de las cinasas dependientes de ciclina que regulan la tran- 
sición G,-S. Una vez fosforilada, pRB libera el E2F unido, lo que 
permite que el factor de transcripción active la expresión génica y 
esto marca el compromiso irreversible de la célula para ingresar a 
la fase S. Se esperaría que una célula que pierde la actividad pRB 
como resultado de una mutación en RB perdiera su capacidad 
para desactivar a E2F, lo que eliminaría ciertas restricciones para 
la entrada a la fase S. E2F es sólo una de docenas de proteínas 
encargadas de unirse con pRB, lo que sugiere que pRB posee 
muchas funciones más. Otro hecho que indica la complejidad 
de las interacciones de pRB es que la proteína contiene por lo 
menos 16 residuos de serina y treonina que pueden fosforilarse 
por la acción de cinasas dependientes de ciclina. Es probable que 
la fosforilación de distintas combinaciones de residuos de ami- 
noácidos permita a la proteína interactuar con diferentes blancos 
en dirección 3' (corriente abajo). 

La importancia de pRB en la regulación del ciclo celular es 
demostrada por el hecho de que varios virus tumorales de DNA 
(incluidos adenovirus, virus del papiloma humano y SV40) co- 
difican una proteína que se une con pRB, lo que bloquea su ca- 
pacidad para unirse con E2F. La capacidad de estos virus para 
inducir cáncer en células infectadas depende de su capacidad 
para bloquear la influencia negativa que tiene pRB sobre la pro- 
gresión de la célula por el ciclo celular. Al usar tales proteínas 
bloqueadoras de pRB, estos virus obtienen los mismos resultados 
que cuando se elimina el gen RB, lo que conduce al desarrollo de 
tumores en seres humanos. 


La función de p53: guardián del genoma A pesar de su discreto 
nombre, es posible que el gen TP53 tenga más nexos con el de- 
sarrollo del cáncer humano que cualquier otro componente del 
genoma. El gen obtiene su nombre del producto que codifica, 
p53, un polipéptido con masa molecular de 53000 dáltones. En 
1990, TP53 se reconoció como un gen supresor tumoral, que en 
caso de faltar induce un raro trastorno hereditario llamado sín- 
drome de Li-Fraumeni. Las personas con esta anomalía tienen 
una incidencia muy alta de ciertos tipos de cáncer, como mama- 
rio, cerebral y leucemia. Al igual que los individuos con la forma 
hereditaria de retinoblastoma, los sujetos con síndrome de Li- 
Fraumeni heredan un alelo normal y otro anormal (o ausente) 
del gen supresor tumoral 7P53, por lo que son muy susceptibles 
a los diferentes tipos de cáncer que se deben a las mutaciones 
aleatorias en el alelo normal. 

La importancia de p53 como un arma antitumoral resulta 
más evidente en el hecho de que TP53 es el gen que con mayor 
frecuencia presenta mutaciones en los cánceres humanos; casi la 
mitad de todos los tumores humanos contienen células con mu- 
taciones puntuales o deleciones de ambos alelos del gen TP53. 
Además, las neoplasias formadas por células que tienen mutacio- 
nes TP53 se acompañan de un menor índice de supervivencia que 
aquellos que tienen el gen nativo TP53. Está claro que la elimi- 
nación funcional de TP53 es un paso importante en la progresión 
de muchas células cancerosas hacia el estado maligno completo. 

¿Por qué es tan importante la presencia de p53 para evitar 
la transformación maligna de una célula? p53 es un factor de 
transcripción que activa la expresión de una gran cantidad de 
genes referidos en la regulación del ciclo celular y la apoptosis. La 
importancia del cometido regulador de la transcripción de p53 es 
evidente en la figura 16-12, que muestra la localización de las seis 


FIGURA 16-12 La actividad de p53 es especialmente sensible a las 
mutaciones en su dominio de unión a DNA. La proteína p53 consta 
de varios dominios con diferentes funciones. Se muestra un modelo de 
cinta del dominio de unión a DNA. Los seis aminoácidos que mutan 
con más frecuencia en las moléculas de p53 que han sido debilitadas 
en varios tipos de cáncer en humanos se indican con nomenclatura 
de una sola letra (fig. 2-26). Estos residuos se encuentran en o cerca de 
la interfase proteína-DNA y tienen impacto directo en la unión de la 
proteína con el DNA o alteran su conformación. (Véase Annu. Rev. 
Biochem. 77:557, 2008, que presenta una explicación.) (REIMPRESA CON 
AUTORIZACIÓN DE Y. Cho, S. Gorma, P. D. JerrreyY, N. P. PaAvLETICH, 
Scrence 265:352, 1994; © COPYRIGHT 1994, AMERICAN ASSOCIATION 
FOR THE ÅDVANCEMENT OF SCIENCE.) 


mutaciones que más a menudo alteran p53 en cánceres humanos; 
todas ellas se mapean en la región de la proteína que interactúa 
con DNA. Uno de los genes mejor estudiados que activa p53 co- 
difica una proteína llamada p21 que inhibe la cinasa dependiente 
de ciclina que impulsa a la célula por el punto de verificación de 
G,. Si se eleva el nivel de p53 en la célula G, dañada, se activa 
la expresión del gen p21 y se detiene el avance en el ciclo celular 
(fig. 14-9). Esto proporciona a la célula el tiempo necesario para 
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FIGURA 16-13 Un modelo de la función de p53. (a) La división celular 
normal no requiere la participación de p53. (4) Empero, si el DNA 
de una célula se daña como resultado de la exposición a mutágenos, 
el nivel de p53 se eleva y actúa para detener la progresión de la célula 
por G; o dirigir la célula hacia la apoptosis. (c) Si se desactivan ambas 
copias de TP53, la célula pierde la capacidad para detener el ciclo ce- 
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reparar el daño genético antes de iniciar la replicación del DNA. 
Cuando ambas copias del gen TP53 de una célula mutan y su 
producto ya no es funcional, la célula ya no puede producir el 
inhibidor p21 ni ejercer el control por retroalimentación que im- 
pide el inicio de la fase S cuando no está preparada para ésta. La 
falta de reparación del daño en el DNA da lugar a la producción 
de células anormales que pueden volverse malignas. 

La detención del ciclo celular no es la única manera en que 
p53 protege a un organismo del cáncer. Una vía alternativa es 
que p53 puede dirigir a una célula con daño genético por una 
vía que termina en la muerte por apoptosis, lo que libra al cuerpo 
de las células con potencial maligno. El que p53 lleve a la célula 
hacia el paro del ciclo celular o la apoptosis parece depender del 
tipo de modificaciones posteriores a la traducción a las que se so- 
meta. Se cree que la proteína p53 dirige a una célula a la apoptosis 
como resultado de varios fenómenos, incluida la activación de la 
expresión del gen BAX, cuyo producto codificado (Bax) inicia 
la apoptosis (pág. 642). No todas las acciones de p53 dependen 
de su activación de la transcripción, p53 también es capaz de 
unirse de manera directa con varias de las proteínas de la familia 
Bcl-2 (pág. 644) de manera que estimula la apoptosis. Por ejem- 
plo, p53 puede unirse con proteínas Bax y la membrana mito- 
condrial externa, lo que activa directamente la permeabilización 
de la membrana y liberación de factores apoptósicos. Si se desac- 
tivan ambos alelos de TP53, una célula portadora de DNA daña- 
do no se destruye, aunque carezca de la integridad genética nece- 
saria para el crecimiento controlado (fig. 16-13). Varios estudios 
muestran que los tumores establecidos en ratones experimentan 
regresión cuando se restaura la actividad de sus genes p53. Este 
dato sugiere que el desarrollo tumoral continuo depende de la 
ausencia de un gen 7'P53 funcional, incluso cuando la célula ya 
es genéticamente inestable. Por tales razones, el desarrollo de 
fármacos (p. ej., PRIMA-1) que restauran la función de p53 a las 
proteínas p5 3 mutantes es un área de investigación activa. 

La concentración de p53 en una célula G, sana es muy baja, 
lo que mantiene controlada su acción que podría ser letal. Sin 
embargo, si una célula en G, sufre daño genético, como ocurre 
cuando la célula se somete a luz ultravioleta o carcinógenos quí- 
micos, la concentración de p53 se eleva con rapidez. Se puede 
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Como resultado, la célula muere por falla de la mitosis o continúa 
su proliferación con anomalías genéticas, lo cual puede conducirla a 
la formación de una neoplasia maligna. (Tomana DE D. P. Lanz. 
REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE NATURE 358:15, 1992. © Mac- 
MILLAN MAGAZINES LTD. 
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inducir una respuesta similar tan sólo con la inyección de DNA 
con cadenas rotas en una célula. El aumento en la concentración 
de p53 no se debe al aumento en la expresión del gen, sino al in- 
cremento en la estabilidad de la proteína. En células no someti- 
das a estrés, p53 tiene una semivida de unos cuantos minutos. La 
degradación de p53 se facilita por una proteína llamada MDM2, 
que se une con p53 y la escolta fuera del núcleo y al citosol. Una 
vez ahí, MDM2 agrega moléculas de ubiquitina a la molécula de 
p53, lo que conduce a su destrucción por un proteosoma (pág. 
530). ¿De qué manera el daño del DNA conduce a la estabi- 
lización de p53? En la página 568 se explicó que las personas 
que sufren ataxia telangiectásica carecen de una proteína cinasa 
llamada ATM y son incapaces de reaccionar en forma adecuada 
ala radiación que daña el DNA. En condiciones normales, ATM 
se activa después del daño al DNA y p53 es una de las proteínas a 
las que ATM fosforila. La versión fosforilada de la molécula p53 
ya no es capaz de interactuar con MDMA, lo cual estabiliza a las 
moléculas existentes de p53 en el núcleo y les permite activar la 
expresión de genes como p21 y BAX (fig. 16-16). 

Algunas células tumorales que se han encontrado, contie- 
nen un gen TP53 de tipo nativo, junto con copias adicionales 
de MDM2. Se cree que estas células producen cantidades exce- 
sivas de MDM2, que impide que los niveles de p53 aumenten 
hasta las cifras necesarias para detener el ciclo celular o inducir 
la apoptosis después del daño en el DNA (u otros estímulos on- 
cogénicos). Se está realizando un gran esfuerzo por desarrollar 
fármacos que bloqueen la interacción entre MDM2 y p53, en un 
intento de restaurar la actividad de p53 en células cancerosas que 
retienen este supresor tumoral clave. La relación entre MDM2 
y p53 también se demostró con bloqueos génicos. Los ratones 
que carecen de un gen que codifique MDM2 mueren en una 


Sin 


FIGURA 16-14 Demostración experimental de la función de p53 en la 
supervivencia de las células tratadas con agentes quimioterápicos. 
Las células se cultivaron a partir de ratones que tenían dos alelos fun- 
cionales del gen que codifica p53 (fila superior), un alelo funcional del 
gen (fila intermedia) o que carecían de un alelo funcional del gen (fila 
inferior). Cada uno de estos cultivos se realizó en ausencia de un agente 
quimioterápico (primera columna) o en presencia de uno de tres com- 
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etapa temprana del desarrollo, tal vez porque sus células sufren 
apoptosis dependiente de p53. Esta interpretación se apoya con 
el hallazgo de que los ratones que carecen de genes que codifi- 
can tanto MDM2 como p53 (bloqueos dobles) sobreviven hasta 
la edad adulta pero están muy propensos a sufrir cáncer. Como 
estos embriones no pueden producir p53, no requieren una pro- 
teína como MDM2 que facilita la destrucción de p53. Tal ob- 
servación ilustra un principio importante de la genética oncoló- 
gica: aun cuando un gen “crucial” como RB o TP53 carezca de 
mutaciones y deleciones, la función de ese gen puede afectarse 
por las alteraciones en otros genes cuyos productos sean parte 
de las mismas vías que el gen “crucial”. En este caso, la expresión 
excesiva de MDM2 puede tener el mismo efecto que la ausencia 
de p53. Siempre que se bloquee una vía supresora de tumores, 
no es necesario que se altere el gen supresor tumoral mismo. 
Muchos estudios indican que deben desactivarse la vía de p53 y 
la de pRB, de una forma u otra, para permitir la progresión de la 
mayoría de las células tumorales. 

A causa de su capacidad para iniciar la apoptosis, p53 tiene 
una participación central en el tratamiento del cáncer por radia- 
ción y quimioterapia. Durante muchos años se asumió que las 
células cancerosas son más susceptibles que las normales a los 
fármacos y la radiación porque las células malignas se dividen 
con mayor rapidez. Sin embargo, algunas células cancerosas se 
dividen en forma más lenta que sus contrapartes normales y aun 
así son más sensibles a los fármacos y la radiación. Una teoría 
alternativa señala que las células normales son más resistentes a 
los fármacos o la radiación porque una vez que sufren daño gené- 
tico detienen su ciclo celular hasta que se repara el daño o sufren 
apoptosis. En cambio, las células malignas con daño sostenido en 
el DNA tienen más probabilidad de sufrir apoptosis, siempre que 
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puestos indicados en la parte superior de las otras tres columnas. Es 
evidente que los compuestos tuvieron un efecto drástico en la detención 
del crecimiento y la inducción de la muerte celular (apoptosis) en las cé- 
lulas normales, mientras que las células que carecen de p53 continuaron 
su proliferación en presencia de estos compuestos. (TOMADA DE SCOTT 
W. Lowe, H. E. Rurey, T. Jacks ET AL., CELL 74:959, 1993; con AUTO- 
RIZACIÓN DE CELL Press.) 


posean un gen TP53 funcional. Si las células malignas pierden la 
función p53, muchas veces no sufren apoptosis y se vuelven muy 
resistentes a cualquier tratamiento adicional (fig. 16-14). Es pro- 
bable que esta sea la razón principal por la que los tumores que 
carecen de un gen TP53 funcional (p. ej., cáncer de colon, pros- 
tático y pancreático) reaccionan mucho menos a la radiación y la 
quimioterapia que los tumores con un tipo nativo del gen (p. ej., 
cáncer testicular y leucemias linfoblásticas agudas de la infancia). 

Ya se explicó cómo p53 puede dirigir a una célula cancerosa 
potencial al paro del crecimiento o la apoptosis. Estudios recien- 
tes indican que p53 también controla las vías de señalización 
que conducen a la vejez celular, otro mecanismo que evolucionó 
como una barrera que impide que las células inconstantes den 
origen a tumores malignos. A diferencia de las células apoptó- 
sicas, las células seniles permanecen vivas y mantienen actividad 
metabólica, pero están detenidas de manera permanente en un 
estado sin división, como ejemplifican los melanocitos viejos que 
se encuentran en los nevos (descritos en la página 655). La vejez 
puede inducirse en otra célula por lo demás normal mediante la 
activación experimental de un oncogén, como Ras, lo que podría 
ocurrir con cierta frecuencia durante las actividades diarias de las 
células en división de los tejidos normales. Los estudios sugie- 
ren que la activación del oncogén inicia un periodo de división 
acelerada, después de lo cual se activa el programa de senectud 
y frena el proceso. Esta es la vía que parece ocurrir durante la 
formación de los nevos benignos. Una de las vías que conduce 
a la senectud requiere la expresión de un gen supresor tumoral 
llamado /VK4a, que a menudo se desactiva en los cánceres hu- 
manos (cuadro 16-1). INK4a codifica dos proteínas supresoras 
tumorales separadas: p16, que inhibe las cinasas dependientes de 
ciclina, y ARE que estabiliza a p53. No se conoce la función pre- 
cisa de p53 en la dirección de las células hacia el estado de vejez. 


Otros genes supresores tumorales Aunque las mutaciones en RB y 
TP53 se acompañan de una gran variedad de tumores malignos 
en los seres humanos, las mutaciones en otros genes supresores 
tumorales se detectan sólo en unos cuantos tipos de cáncer. 

La poliposis adenomatosa colónica familiar (FAP) es un tras- 
torno hereditario en el que los individuos desarrollan cientos, 
incluso miles, de pólipos premalignos (adenomas) a partir de las 
células epiteliales que recubren la pared del colon (fig. 16-15). 
Si no se extirpan, es muy probable que las células de algunos 
de estos pólipos progresen hasta el estado maligno completo. Se 
descubrió que las células de los pacientes con este trastorno tie- 
nen una deleción de una pequeña parte del cromosoma 5, que 
luego se identificó como el sitio del gen supresor tumoral llama- 
do APC. Una persona que hereda una deleción en 4PC está en 
una posición similar respecto de quienes heredan una deleción 
RB: si hay una mutación en el segundo alelo del gen en una 
célula determinada, se pierde el valor protector de la función del 
gen. La pérdida del segundo alelo de 4PC hace que la célula 
pierda el control de crecimiento y prolifere hasta formar un pó- 
lipo, en lugar de diferenciarse en células epiteliales normales de 
la pared intestinal. Se presupone que la conversión de las cé- 
lulas en pólipos con un estado más maligno, caracterizado por 
la capacidad para producir metástasis e invadir otros tejidos, se 
obtiene por la acumulación de mutaciones adicionales, incluidas 
las de TP53. Los genes APC mutados no sólo se hallan en las 
formas hereditarias del cáncer de colon, sino también hasta en 
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FIGURA 16-15 Pólipos premalignos en el epitelio de un colon huma- 
no. Fotografía de una porción de colon extirpado de un sujeto con sín- 
drome de Gardner que muestra el patrón de formación de pólipos. Se 
encontraron patrones similares en el colon de personas con el trastorno 
hereditario de poliposis adenomatosa familiar del colon. (CORTESÍA DE 
RanpaLL W. Burr.) 


80% de los tumores colónicos esporádicos, lo que sugiere que el 
gen tiene una función principal en el desarrollo de esta enfer- 
medad. La proteína codificada por el gen ÆPC se une con varias 
proteínas distintas y su mecanismo de acción es complejo. En su 
función mejor estudiada, 4PC suprime la vía Wnt, que activa la 
transcripción de genes (p. ej., MYC y CCND1) que promueven 
la proliferación celular. También es posible que 4PC participe en 
la unión de microtúbulos con los cinetocoros de los cromosomas 
mitóticos. La pérdida de la función de APC podría dirigir de 
manera directa a la separación anormal de los cromosomas y la 
aneuploidia (pág. 584). En fechas recientes se detectó la presen- 
cia de DNA de APC mutado en la sangre de personas con cáncer 
colónico en fase temprana, lo cual plantea la posibilidad de una 
prueba diagnóstica para el trastorno. 

Se estima que el cáncer mamario afecta a una de cada ocho 
mujeres que viven en Estados Unidos, Canadá y Europa. De es- 
tos casos, 5 a 10% se debe a la herencia de un gen que predispone 
al individuo al desarrollo de la enfermedad. Después de un es- 
fuerzo intensivo de varios laboratorios, se identificaron dos ge- 
nes llamados BRCA1 y BRCA2 a mediados del decenio de 1990 
como los causantes de la mayor parte de los casos hereditarios 
de cáncer mamario. Las mutaciones en BRCA también predis- 
ponen al desarrollo de cáncer ovárico, el cual tiene un índice de 
mortalidad muy alto. 

Las proteínas BRCA1 y BRCA2 han sido el centro de un 
gran esfuerzo de investigación, pero sus funciones exactas aún se 
desconocen. En la página 567 se señaló que las células poseen 
puntos de revisión que detienen el avance del ciclo celular des- 
pués del daño al DNA. Las proteínas BRCA son parte de uno 
o más complejos proteínicos grandes que responden al daño en 
el DNA y activan la reparación del mismo mediante la recom- 
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FIGURA 16-16 El daño en el DNA inicia la actividad de varias proteí- 
nas codificadas por genes supresores tumorales y protooncogenes. En 
esta figura se advierte que el daño del DNA causa roturas del DNA 
bicatenario (paso 1) que se reparan por un complejo multiproteínico 
que incluye BRCA1 y BRCA2 (paso 2a). Las mutaciones en los genes 
que codifican estas proteínas pueden bloquear el proceso de reparación 
(paso 2b). Si no se repara el daño en el DNA, se activa un punto de 
comprobación que conduce al incremento del nivel de actividad de p53 
(paso 3a). La proteína p53 normal se inhibe por la interacción con la 
proteína MDM2 (paso 3b). El p53 es un factor de transcripción que 
activa la expresión de: 1) el gen p21 (paso 4a), cuyo producto (p21) de- 
tiene el ciclo celular, o 2) el gen BAX (paso 4b), cuyo producto (Bax) 
conduce a la apoptosis. La activación de p53 también puede fomentar el 
envejecimiento celular, pero no se conoce la vía. (REIMPRESA CON AU- 
TORIZACIÓN DE J. BrucAroLas Y T. Jacks. Nature MeD. 3:721, 1997; 
COPYRIGHT 1997 MacmILLaN Macazines Lro.) 


binación homóloga. Las células con proteínas BRCA mutantes 
contienen DNA no reparado y presentan un cariotipo con aneu- 
ploidia marcada. En las células con un gen TP53 funcional, la 
falla en la reparación del daño en el DNA conduce a la activación 
de p53, lo que hace que la célula detenga el ciclo celular o se diri- 
ja a la apoptosis, como se ilustra en la figura 16-16. A diferencia 
de la mayor parte de los genes supresores tumorales, ninguno de 
los genes BRCA muta con frecuencia en las formas esporádicas 
de cáncer, aunque BRCA1 a menudo experimenta desactivación 
epigenética. 

Ya se mencionó que la apoptosis es uno de los principales 
mecanismos del cuerpo para eliminar células tumorales poten- 
ciales. Tal mecanismo se explica en el capítulo previo, al igual 
que las vías que promueven la supervivencia en lugar de la des- 
trucción celular. La vía de supervivencia celular mejor estudiada 
incluye la activación de una cinasa llamada PKB por acción del 
PIP, de fosfoinosítida. A su vez, el PIP, se forma por la activi- 
dad catalítica de la cinasa de lípido PI3K (fig. 15-23). La activa- 


ción de PKB conlleva una mayor probabilidad de que la célula 
sobreviva a un estímulo que en condiciones normales causaría 
su destrucción. Que una célula sobreviva o muera después de 
un fenómeno particular depende en gran medida del equilibrio 
entre las señales que fomentan e impiden la apoptosis. Las muta- 
ciones que afectan este equilibrio, como las que contribuyen a la 
expresión excesiva de PKB o P13K, pueden romper el equilibrio 
en favor de la supervivencia celular, lo cual otorga una tremenda 
ventaja a una célula cancerosa potencial. Otra proteína que pue- 
de alterar el equilibrio entre la vida y la muerte de una célula es 
la fosfatasa de lípidos, PT'EN, que retira el grupo fosfato de la 
posición 3 de PIP, y convierte a la molécula en P1(4,5)P,, que 
no puede activar a PKB. Las células en las que se activan ambas 
copias del gen PTEN por lo común tienen un nivel demasiado 
alto de PIP,,lo cual da origen a una población de moléculas PKB 
con actividad excesiva. Al igual que otros genes supresores tumo- 
rales listados en el cuadro 16-1, las mutaciones en PTEN cau- 
san una rara enfermedad hereditaria caracterizada por un mayor 
riesgo de cáncer y estas mutaciones también se encuentran en 
diversos tipos de cáncer esporádicos. La mutación no es el único 
mecanismo por el cual pueden desactivarse los genes supresores 
tumorales. Los genes PTEN pierden a menudo su función como 
resultado de mecanismos epigenéticos, como la metilación del 
DNA, que impide la transcripción del gen (pág. 520). Cuando 
se introduce un gen PTEN normal en las células tumorales que 
carecen de una copia funcional del gen, las células casi siempre 
sufren apoptosis, como sería de esperar. 


Oncogenes Como se ha mencionado, los oncogenes codifican 
proteínas que promueven la pérdida del control de crecimiento y 
la conversión de una célula a un estado maligno. Los oncogenes 
provienen de protooncogenes (pág. 657), que son genes que co- 
difican proteínas con una función en la célula normal. La mayor 
parte de los protooncogenes conocidos tienen una función en el 
control del crecimiento y la división celulares. Numerosos onco- 
genes se identificaron inicialmente como parte de los genomas de 
virus tumorales de RNA, pero muchos más se han identificado 
por su importancia en la tumorigénesis en animales de labora- 
torio o muestras de tumores humanos. Diferentes oncogenes se 
activan en diferentes tipos de tumores, lo cual refleja variaciones 
en las vías de señalización que operan en diversos tipos celulares. 
El oncogén que muta con mayor frecuencia en los tumores hu- 
manos es RAS, el cual codifica una proteína de unión con GTP 
(Ras), que funciona como un interruptor para una vía de señali- 
zación clave en el control de la proliferación celular (pág. 627).* 
Los mutantes oncogénicos de RAS casi siempre codifican una 
proteína en la que no puede estimularse la actividad de GTP- 
asa y esto deja a la molécula en su forma activa unida con GTP 
que emite señales de proliferación continuas por la vía. La figura 
16-17 resume las funciones de varios oncogenes que se explican 
a continuación.* 


Oncogenes que codifican factores de crecimiento o sus receptores La 
primera conexión entre los oncogenes y los factores de creci- 


3En realidad, el genoma humano contiene tres genes RAS y tres genes RAF 
distintos que se activan en diferentes tejidos. De éstos, KRAS y BRAF son los 
que se vinculan más a menudo con la formación de tumores. 

1Se remite al lector a la sección Perspectiva humana del capítulo 7 (pág. 248), en la que 
se revisan los genes que codifican las moléculas de la superficie celular y las proteasas 
extracelulares que tienen una función importante en la invasión tisular y la metástasis. 
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FIGURA 16-17 Esquema que resume los tipos de proteínas codificadas 
por los protooncogenes. Éstas incluyen factores de crecimiento (1), re- 
ceptores para factores de crecimiento (2), proteína cinasas y las proteínas 
que las activan (3), proteínas que regulan el ciclo celular (4), proteínas que 
inhiben la apoptosis (5) y proteínas de unión con DNA (6). No se inclu- 


yen las proteínas que participan en mitosis, invasión tisular y metástasis. 


miento se estableció en 1983, cuando se descubrió que el virus 
simiesco causante de sarcoma contenía un oncogén (sis) derivado 
del gen celular para el factor de crecimiento derivado de las pla- 
quetas (PDGF), una proteína presente en la sangre humana. Las 
células cultivadas transformadas por este virus secretan grandes 
cantidades de PDGF al medio, lo cual induce la proliferación 
descontrolada de las células. La expresión excesiva de PDGF se 
ha referido en el desarrollo de tumores cerebrales (gliomas). 

Se descubrió que otro virus oncogénico, el virus de la eritro- 
blastosis aviar, porta un oncogén (erbB) que codifica un receptor 
para EGF que carece de parte del dominio extracelular de la pro- 
teína que se une con el factor de crecimiento. Se esperaría que el 
receptor alterado fuera incapaz de emitir señales a la célula para 
dividirse, pero sucede justo lo contrario. Esta versión anormal del 
receptor estimula a la célula en forma constitutiva, esto es, que 
la estimulación es independiente de la presencia o ausencia del 
factor de crecimiento en el medio. Esta es la razón por la que las 
células cultivadas que tienen el gen alterado proliferan en forma 
descontrolada. Se descubrió que varios tipos espontáneos de cán- 
cer en seres humanos contienen células con alteraciones genéticas 
que afectan a los receptores para factores de crecimiento, incluido 
el EGFR. Lo más frecuente es que las células malignas contengan 
una cantidad mucho mayor de receptores en la membrana plas- 
mática que las células normales. El exceso de receptores torna a 
las células sensibles a concentraciones, mucho menores del factor 
de crecimiento, por lo que se estimulan para dividirse en condi- 
ciones que no afectarían a las células normales. Varios estudios 
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sugieren que las mutaciones en EGFR ocurren comúnmente en 
cáncer pulmonar de pacientes que nunca han fumado, pero no 
en los de fumadores. Las mutaciones en el gen KRAS presentan 
la distribución opuesta. Esta observación sugiere que los tipos de 
cáncer pulmonar, en los dos grupos de pacientes tienen distinta 
progresión genética, aunque está alterada la misma vía de seña- 
lización (EGFR-Ras). Como se expone más adelante, los recep- 
tores de factores de crecimiento se han convertido en un blanco 
favorito para anticuerpos terapéuticos, que se unen al dominio 
extracelular del receptor, y para inhibidores moleculares pequeños, 
que se unen al dominio de tirosina cinasa intracelular del receptor. 


Oncogenes que codifican proteína cinasas citoplásmicas Las proteí- 
na cinasas sobreactivas funcionan como oncogenes al generar 
señales que causan proliferación o supervivencia celulares in- 
apropiadas. Por ejemplo, Raf es una proteína cinasa de serina- 
treonina que encabeza la cascada de la cinasa de MAP, la prin- 
cipal vía de señalización para controlar el crecimiento celular 
(pág. 627). Es evidente que Raf está en una posición adecuada 
para causar devastación en una célula y su actividad enzimática 
se altera como resultado de una mutación. Como sucede con los 
receptores para factores de crecimiento y Ras, las mutaciones que 
convierten a Raf en una enzima que se mantiene siempre en la 
posición de “encendido” tienen mayor probabilidad de convertir 
el protooncogén en un oncogén y contribuir a la pérdida del con- 
trol del crecimiento celular. Raf es el más relacionado con el me- 
lanoma, mientras que las mutaciones en BRAF tienen una parti- 
cipación etiológica en el desarrollo de casi 70% de estos cánceres. 

El primer oncogén en descubrirse, SRC, también es una 
proteína cinasa, pero ésta fosforila residuos de tirosina en sus- 
tratos proteínicos en lugar de residuos de serina y treonina. La 
transformación de una célula por un virus tumoral que contenga 
src se acompaña de fosforilación de una gran variedad de pro- 
teínas. Entre los sustratos aparentes de Src figuran proteínas 
participantes en la transducción de la señal, el control del citoes- 
queleto y la adhesión celular. Por alguna razón desconocida, las 
mutaciones en SRC aparecen sólo rara vez en el repertorio de 
cambios genéticos de las células tumorales humanas. 


Oncogenes que codifican factores de transcripción nuclear Varios on- 
cogenes codifican proteínas que actúan como factores de trans- 
cripción. La progresión de las células por el ciclo celular requie- 
re la activación (y represión) oportuna de una gran variedad de 
genes cuyos productos contribuyen de varias maneras al creci- 
miento y división celular. Por lo tanto, no es sorprendente que las 
alteraciones en las proteínas que controlan la expresión de estos 
genes puedan trastornar en grado notorio los patrones normales 
de crecimiento celular. Es probable que el oncogén mejor estudia- 
do cuyo producto actúa como factor de transcripción sea MYC. 
En la página 562 se mencionó que las células que no se en- 
cuentran en una etapa de crecimiento y división activos tienden a 
retirarse del ciclo celular y entran a una etapa conocida como G,, 
de la cual pueden recuperarse. En condiciones normales, la pro- 
teína Myc es una de las primeras en aparecer, cuando una célula 
que se halla en la etapa latente se estimula por factores de creci- 
miento para reingresar al ciclo celular y dividirse. Myc regula la 
expresión de una enorme cantidad de proteínas implicadas en el 
crecimiento y la proliferación celulares. Cuando la expresión de 
MYC se bloquea de manera selectiva, se bloquea la progresión 
de la célula por G,. El gen MYC es uno de los protooncogenes 
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que se alteran en los diferentes tipos de cáncer en humanos y mu- 
chas veces se amplifica en el genoma o cambia su ordenamiento 
como efecto de alguna translocación cromosómica. Se cree que 
los cambios cromosómicos remueven al gen MYC de sus influen- 
cias reguladoras normales y aumentan su nivel de expresión en 
la célula, lo que produce un exceso de proteína Myc. Uno de los 
tipos más comunes de cáncer entre las poblaciones africanas, el 
linfoma de Burkitt, se debe a la translocación de un gen MYC a 
una posición adyacente a un gen de anticuerpo. La enfermedad se 
desarrolla sobre todo en personas que también se infectaron con 
el virus de Epstein-Barr. Este mismo virus causa sólo infecciones 
menores (mononucleosis) en los sujetos que viven en países occi- 
dentales y no se vincula con el desarrollo de neoplasias. 


Oncogenes que codifican de productos que afectan la apoptosis La 
apoptosis es uno de los mecanismos clave del cuerpo para des- 
hacerse de células tumorales en etapa temprana de su progresión 
hacia la malignidad. Por consiguiente, es de esperar que cualquier 
alteración que atenúe la capacidad de una célula para destruirse 
a sí misma eleve la probabilidad de que esa célula dé origen a un 
tumor. Esto fue evidente en la exposición anterior del cometido 
de la vía PISK/PKB en la supervivencia celular y la carcinogé- 
nesis (pág. 664). El oncogén con una relación más estrecha con 
la apoptosis es BCL-2, que codifica una proteína unida con la 
membrana que inhibe la apoptosis (pág. 644). 
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La función de BCL-2 en la apoptosis se revela con mayor 
claridad en los fenotipos de ratones en los que se eliminó el gen 
Bcl-2. Una vez formados, los tejidos linfoides de estos ratones 
presentan una regresión drástica como resultado de la apoptosis 
diseminada. Al igual que MYC, el producto del gen BCL-2 se 
vuelve oncogénico cuando se expresa en niveles mayores de lo 
normal, como sucede cuando el gen se traslada a un sitio anormal 
del cromosoma. Ciertos tipos de cáncer linfoides de humanos 
(llamados linfomas foliculares de linfocitos B) se vinculan con 
la translocación del gen BCL-2 a un gen que codifica la cade- 
na pesada de moléculas de anticuerpos. Se ha sugerido que la 
expresión exagerada del gen BCL-2 conduce a la supresión de 
la apoptosis en los tejidos linfoides, lo que permite que las cé- 
lulas anormales proliferen para formar neoplasias linfoides. El 
gen BCL-2 también puede participar en la reducción de la efica- 
cia de la quimioterapia porque mantiene a las células vivas y en 
proliferación a pesar del daño por el tratamiento farmacológico. 
Para contrarrestar esta propiedad de las células cancerosas, varias 
compañías farmacéuticas están en proceso de desarrollo de com- 
puestos que aumenten la probabilidad de las células cancerosas 
de dirigirse a la apoptosis. 

En las páginas anteriores se expusieron algunos de los su- 
presores tumorales más importantes y oncogenes implicados en 
la tumorogénesis. La figura 16-18 constituye un resumen simpli- 
ficado de algunas de estas proteínas y las vías de señalización en 


FIGURA 16-18 Generalidades de varias 
vías de señalización implicadas en la 
oncogénesis que se explican en esta 
sección. Los supresores tumorales y la 
supresión tumoral se presentan en rojo, 
mientras que los oncogenes y la estimu- 
lación tumoral están en azul. Las flechas 
indican activación, las líneas perpendi- 
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que operan. Los supresores tumorales y vías supresoras tumorales 
se muestran en rojo, los oncogenes y vías promotoras tumorales se 
muestran en azul. Las funciones básicas de cada supresor tumoral 
y oncogén mostrado en la figura se indican en el pie de la figura 
16-18. La notable diversidad de actividades proteínicas que pue- 
den contribuir a la génesis tumoral se hace evidente en esta lista. 


El fenotipo mutador: genes mutantes participantes en 
la reparación del DNA Si se considera al cáncer como una 
enfermedad consecutiva a las alteraciones en el DNA de las cé- 
lulas somáticas, se infiere que cualquier actividad que incremente 
la frecuencia de las mutaciones genéticas eleva la probabilidad 
del riesgo de desarrollar cáncer. Como se explica en el capítu- 
lo 13, los nucleótidos que presentan alteraciones químicas o los 
que se incorporan de manera incorrecta durante la replicación 
se eliminan en forma selectiva de la cadena de DNA mediante 
la reparación del DNA. Los procesos de reparación de DNA 
requieren los esfuerzos conjuntos de una cantidad considerable 
de proteínas, incluidas las que reconocen la lesión, las que retiran 
una porción de la cadena que contiene la lesión y las que susti- 
tuyen el segmento faltante con nucleótidos complementarios. Si 
cualquiera de estas proteínas es defectuosa, puede esperarse que 
la célula afectada presente un índice demasiado alto de mutacio- 
nes que se describe como “fenotipo mutador”. Es probable que 
las células con fenotipo mutador incurran en mutaciones, tanto 
en genes supresores tumorales como en oncogenes, que incre- 
menta en forma notable el riesgo de volverse malignas. 

En el capítulo 13 se explica que los defectos en la reparación 
de la escisión nucleotídica (NER, nucleotide excision repair) con- 
duce al desarrollo de un síndrome canceroso llamado xerodermia 
pigmentosa. En 1993 se obtuvo evidencia de que los defectos 
en un tipo diferente de reparación del DNA también podrían 
conducir al inicio de cáncer. En este caso, se realizaron estudios 
en células de pacientes con la forma hereditaria más frecuente 
de cáncer colónico, el cáncer hereditario de colon sin poliposis 
(HNPCC) para distinguirlo del tipo con formación de pólipos 
descrito antes. Cerca del 0.5% de la población es portadora de un 
gen defectuoso causante de HNPCC y representa casi 3% de 
todos los casos de cáncer de colon. En la página 395 se mencio- 
na que el genoma contiene grandes cantidades de secuencias de 
DNA repetitivas muy cortas llamadas microsatélites. El análisis 
del DNA de personas con HNPCC reveló que las secuencias de 
los microsatélites en las células tumorales tenían a menudo una 
longitud distinta a las secuencias correspondientes en el DNA 
de las células normales del mismo paciente. Se esperarían tales 
variaciones en el DNA de individuos diferentes, pero no en el 
DNA de diversas células de la misma persona. 

El descubrimiento de la variación en la secuencia de los mi- 
crosatélites en los cánceres hereditarios (y también en los tipos 
esporádicos de cáncer de colon), sugirió la probabilidad de que 
la causa probable fuera una deficiencia en el sistema de repara- 
ción de los genes (pág. 554). El respaldo de esta proposición se 
obtuvo de estudios en personas con HNPCC. En tanto que los 
extractos de células normales realizan la reparación de los genes 
in vitro, los extractos de células tumorales de HNPCC presentan 
deficiencias para la reparación del DNA. El análisis del DNA 
de una gran cantidad de individuos con HNPCC reveló dele- 
ciones o mutaciones debilitantes en cualquiera de varios genes 
que codifican proteínas que forman la vía de reparación de genes 
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del DNA. Las células con deficiencias en la reparación de genes 
acumulan mutaciones secundarias en todo el genoma. 


MicroRNA: Nuevos participantes en la genética del cán- 
cer En la sección 11.5 se menciona que los microRNA son 
diminutos RNA reguladores que regulan de manera negativa la 
expresión de mRNA blanco. Dado que el cáncer ocurre como 
resultado de expresión génica anormal, no sería sorprendente 
descubrir que los miRNA participan de algún modo en la carci- 
nogénesis. En 2002 se informó que los genes que codifican dos 
microRNA, miR-15a y miR-16, sufrían deleción o subexpresión 
en la mayor parte de los casos de leucemia linfocítica crónica. 
Después se mostró que estos dos miRNA inhiben la expresión 
del mRNA que codifica la proteína antiapoptósica BCL-2, un 
conocido protooncogén (pág. 657). En ausencia de los miRNA, 
la proteína BCL-2 oncogénica se sobreexpresa, lo que promueve 
el desarrollo de leucemia. Como inhiben la carcinogénesis, los 
genes que codifican estos dos miRNA pueden considerarse su- 
presores tumorales. Cuando las células leucémicas que carecen 
de miR-15a y miR-16 se manipularon por ingeniería genética 
para reexpresar estos RNA, sufrieron apoptosis, como se espe- 
raría si se restaurara una actividad supresora tumoral faltante. El 
locus que codifica miR-15a y mi-R16 también se pierde en otros 
tipos de cánceres, lo que sugiere que tiene una importancia di- 
fundida en la supresión tumoral. También se ha demostrado que 
la expresión de dos de los oncogenes humanos más importantes, 
RAS y MYC, se inhibe por un miRNA, a saber /et-7, que fue el 
primer miRNA descubierto (pág. 452). 

Algunos miRNA actúan más como oncogenes que como 
supresores tumorales. Por ejemplo, un grupo específico de genes 
miRNA se sobreexpresa durante la formación de determinados 
linfomas. La expresión excesiva de estos miRNA puede ocurrir 
porque el conjunto de genes que los codifica se encuentra en ma- 
yor cantidad (amplificado) en las células tumorales, o puede ocu- 
rrir porque el grupo de genes se transcribe en forma excesiva como 
resultado de un factor de transcripción demasiado activo. Cuando 
se realizan modificaciones genéticas a ratones para que expresen 
en demasía estos miRNA particulares, los animales desarrollan 
linfomas, como se esperaría si los genes que los codifican actuaran 
como oncogenes. La expresión anormal de los miRNA también 
está implicada como factor causal en la invasividad tumoral y la 
metástasis, lo que eleva aún más el interés en estos RNA. 

Aún no es clara la importancia de los miRNA para la ocu- 
rrencia global de cáncer humano, pero varios estudios con micro- 
matrices en que se analizan grandes cantidades de estos diminu- 
tos RNA reguladores sugieren que la mayor parte de los cánceres 
del ser humano tienen un perfil de expresión de miRNA carac- 
terístico. Estudios recientes sugieren que los perfiles de expresión 
de miRNA podrían servir como biomarcadores sensibles y exac- 
tos para identificar el tipo exacto de tumor que tiene una persona 
y la mejor forma de tratamiento. Estos estudios sugieren además 
que miRNA como /e£-7 podrían actuar en última instancia como 
otra arma en el arsenal de tratamientos anticancerosos. 


El genoma del cáncer 


Todos los cánceres surgen como resultado de alteraciones ge- 
néticas. Como dejó en evidencia la explicación previa, los genes 
implicados en la oncogénesis constituyen un subgrupo específico 
del genoma cuyos productos participan en actividades como el 
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avance de una célula en el ciclo celular, la adhesión de una célula 
con sus vecinas, apoptosis y reparación del daño en el DNA. En 
total, se han identificado cerca de 350 genes diferentes como “ge- 
nes cancerosos”; es decir, genes considerados con alguna partici- 
pación causal en el desarrollo de al menos un tipo de tumor ma- 
ligno. En los últimos años se ha hecho un esfuerzo concertado 
para determinar cuáles de estos genes se encuentran alterados, ya 
sea por mutación puntual, deleción o duplicación, en varios tipos 
de tumores. Este esfuerzo se favoreció con los avances recientes 
en la secuenciación del DNA que permiten a los investigadores 
conocer las secuencias de nucleótidos de regiones específicas del 
genoma con mucha mayor rapidez y a menor costo que antes. 
Se esperaba que la mayor parte de los cánceres se caracte- 
rizara por alteraciones en un número relativamente pequeño de 
genes. Por ejemplo, desde hace tiempo se sabía que un alto por- 
centaje de melanomas tiene genes BRAF mutantes, y una pro- 
porción alta de cánceres colorrectales tiene genes APC mutantes. 
En ambos casos, tales mutaciones ocurren en una etapa temprana 
del desarrollo tumoral y se cree que son cruciales para conducir 
a la célula a un estado maligno final. Sin embargo, los resulta- 
dos de los estudios iniciales de los genomas cancerosos sugieren 
que los mismos tipos de tumores tomados de distintos pacientes 
tienen combinaciones muy divergentes de genes anormales. Se 
supone que esta observación refleja las múltiples vías distintas 
que pueden tomar los tumores individuales para escapar de las 
protecciones antitumorales normales de la célula. Tales hallazgos 
pueden presentarse como se muestra en la figura 16-19, donde 
los genes mutados identificados en una gran cantidad de cánceres 
colorrectales se muestran como picos dentro de un “paisaje de 
mutaciones” bidimensional. La altura de los distintos picos refleja 
la frecuencia con la que muta un gen particular en ese tipo deter- 
minado de cáncer. Con este tipo de presentación resulta evidente 
que una pequeña cantidad de genes muta en un alto porcentaje 
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FIGURA 16-19 El paisaje genómico de los cánceres colorrectales. Estos 
mapas tridimensionales muestran los genes mutados con mayor frecuen- 
cia en los tumores colorrectales. Cada proyección rojiza representa un gen 
diferente. Los cinco genes que están mutados en un alto porcentaje de 
tumores están representados por proyecciones más altas conocidas como 
“montañas”, y reciben nombres específicos. Los cerca de 50 otros genes 
mutados con frecuencia mucho menor constituyen las “colinas” más pe- 
queñas del paisaje genómico. Para mostrar el grado en que los tumores co- 
lorrectales de distintos pacientes comparten genes mutados comunes, en 
esta ilustración se presentan los paisajes de mutación de dos tumores indi- 


viduales (identificados como Mx38 y Mx32). Los genes que presentaron 
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de tumores; estos genes pueden considerarse como “montañas’ 
en el paisaje. En su mayoría, éstos son los oncogenes en los que 
se han enfocado los investigadores del cáncer por años. Sin em- 
bargo, una gran cantidad sorprendente de genes muta con menor 
frecuencia (menos del 5% de los casos); éstos se describen como 
“colinas”. Existen cerca de 50 genes distintos que representan co- 
linas en el paisaje de mutación de los cánceres colorrectales en la 
figura 16-19. Aunque puede presumirse que los genes que mutan 
con mucha frecuencia (las montañas) son factores importantes 
para conducir a las células a la malignidad, hay un debate consi- 
derable enfocado en la participación de los genes que mutan con 
menor frecuencia (las colinas). Es casi seguro que muchos de los 
genes representados por las colinas participan en la determina- 
ción de las propiedades del fenotipo maligno, aun si proporcio- 
nan al tumor sólo una pequeña ventaja selectiva. Otros genes que 
constituyen una colina podrían sólo representar “pasajeros”; es 
decir, genes sujetos a mutación, pero sin efecto en el fenotipo de 
la célula cancerosa. Podría ser un desafío extraordinario determi- 
nar cuáles de estos genes son conductores del cáncer y cuáles son 
meros pasajeros. Además de los genes de las montañas y las co- 
linas, existe una gran cantidad de otros genes que se encuentran 
en estado mutante con muy baja frecuencia en una población de 
tumores. Las mutaciones de esta clase se observan en la figura 
16-19 como pequeños círculos dispersos en cada paisaje y que no 
son colinas ni montañas. La figura 16-194,b muestra los paisajes 
de mutación de tumores colorrectales de dos sujetos distintos. En 
promedio, un tumor individual contuvo cerca de 80 mutaciones 
distintas. Se ve que estos dos individuos sólo comparten una pe- 
queña cantidad de genes mutantes. Por tanto, en cierto sentido 
cada persona sufre su propio tipo distintivo de la enfermedad. 

A partir de este y muchos otros estudios en otros tipos de 
cáncer resulta evidente que el paisaje de mutaciones en el geno- 
ma canceroso es muy complejo. Sin embargo, un análisis más 
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mutación somática en los dos tumores individuales están indicados con 
puntos blancos. Resulta evidente que hay muy pocas mutaciones com- 
partidas entre los tumores de estas dos personas. En el ejemplo mostrado, 
sólo los genes APC y TP53 están mutados en ambos casos de enferme- 
dad. (Noza: las posiciones de los genes en este paisaje bidimensional están 
ordenadas con loci de un extremo del cromosoma 1 en la parte inferior 
izquierda del paisaje, proceden de cada uno de los autosomas en orden 
ascendente, hasta que al final llega a los loci del cromosoma X en el borde 
derecho del paisaje.) (Tomana DE Laura D. WooD ET AL., POR COR- 
TESÍA DE BERT VOGELSTEIN, SCIENCEN 318:1113, 2007; O COPYRIGHT 
2007, AMERICAN ASSOCIATION FOR THE ADVANCEMENT OF SCIENCE.) 


CUADRO 16-2 Vías de señalización central y procesos 
genéticamente alterados en la mayor parte 
de los cánceres pancreáticos 


Número Fracción de tumores 
de genes con alteración 
detectados genética en al 
con alteración menos uno de los 

Proceso o vía reguladora genética genes 
Apoptosis 9 100% 
Control del daño de DNA 9 83% 
Regulación de transición de 19 100% 

fase G,/S 
Señalización hedgehog 19 100% 
Adhesión celular homofílica 30 79% 
Señalización de integrina 24 67% 
Señalización de cinasa c-Jun 9 96% 

N-terminal 
Señalización KRAS 5 100% 
Regulación de la invasión 46 92% 
Señalización dependiente de 33 79% 

GTP-asa pequeña 

(distinta a KRAS) 
Señalización TGF-B 37 100% 
Señalización Wnt/muesca 29 100% 


Tomado de S. Jones et al., Science 321:1805, 2008; O copyright 2008, American 
Association for the Advancement of Science. 


cercano de las mutaciones que constituyen las montañas y coli- 
nas sugiere que la mayoría de estas grandes cantidades de genes 
codifica proteínas que participan como componentes de un nú- 
mero relativamente pequeño de vías. En un estudio de perso- 
nas con cáncer pancreático, que es uno de los tipos más letales y 
menos tratables, se encontraron mutaciones en más de 60 genes, 
pero casi todos afectaban un conjunto central de 12 vías o pro- 
cesos celulares (cuadro 16-2). Lo más importante, la mitad de 
estas vías/procesos estaba alterada en todas las muestras tumo- 
rales. En un estudio comparable de glioblastoma, la forma más 
frecuente de cáncer cerebral, la mayor parte de los tumores pre- 
sentaba mutaciones que afectaban tres vías principales: p53, pRB 
y P13K. Por tanto, como se explica en otra parte de este capítulo, 
el cáncer puede considerarse no sólo como una enfermedad de 
genes anormales, sino como una de vías celulares anormales. Las 
mutaciones en cualquiera de varios genes alteran la misma vía y 
por tanto, tiene la misma consecuencia para las células. La figura 
16-18 indica unas cuantas de las más importantes de estas vías. 
La consideración del cáncer como una enfermedad de una “vía” 
en lugar de una enfermedad “genética” genera más optimismo 
entre los desarrolladores de fármacos porque sugiere que la inte- 
rrupción de cualquiera de los pasos clave en una sola vía esencial 
podría ser suficiente para descarrilar a las células malignas y con- 
ducir a la regresión tumoral. Para que esta estrategia tenga éxito, 
los investigadores primero deben identificar los biomarcadores 
que pueden informar a los médicos las vías que están alteradas en 
las células del tumor de un paciente determinado. 

Antes de dejar el tema de la genética del cáncer hay que 
señalar que no todos comparten la visión presentada aquí, que el 
cáncer es una progresión gradual de múltiples pasos con mu- 
taciones puntuales. Algunos investigadores argumentan que el 
índice de mutaciones en los seres humanos no es lo bastante alto 
para que las células acumulen las mutaciones necesarias para 
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completar la transformación maligna durante la vida de un in- 
dividuo. En lugar de ello, propusieron que la carcinogénesis se 
inicia por fenómenos catastróficos que conducen a la inestabili- 
dad genética diseminada en una cantidad relativamente pequeña 
de divisiones celulares. Por ejemplo, las mutaciones en un gen 
participante en la replicación del DNA o la reparación del DNA, 
como ocurre en los casos de HNPCC, podrían engendrar células 
en poco tiempo que portaran grandes anomalías genéticas. De 
acuerdo con otra proposición, las células que pasaron por una 
división celular anormal y tienen cantidades anormales de cro- 
mosomas son los iniciadores probables de neoplasias cancerosas. 
La mejor forma de decidir entre estas posibilidades es analizar 
el estado del genoma en las células en etapas muy tempranas del 
desarrollo de los tumores. Por desgracia, para el interés de los 
investigadores y los pacientes con cáncer, es imposible identificar 
los tumores cuando están compuestos por una pequeña cantidad 
de células. Para el momento en que se reconocen las anomalías, 
las células ya tienen un alto grado de alteraciones genéticas, lo 
que dificulta confirmar si estas anomalías genéticas son la causa 
o un efecto del crecimiento tumoral. 


Análisis de la expresión génica 


En los últimos 10 años se ha desarrollado tecnología para ana- 
lizar la expresión génica que algún día podría tener un impacto 
considerable en la forma de diagnosticar y tratar el cáncer. Esta 
tecnología, que emplea micromatrices de DNA (o microarre- 
glos o chips de DNA), se describe con detalle en la página 505. 
En pocas palabras, se prepara una laminilla de vidrio que puede 
contener desde unos cuantas hasta miles de manchas de DNA, 
cada mancha contiene el DNA correspondiente a un solo gen 
conocido. En una micromatriz de DNA puede incluirse cual- 
quier conjunto particular de genes, como los que se consideran 
implicados en el crecimiento y división, o los que participan en 
el desarrollo y diferenciación de los linfocitos u otro tipo de célu- 
la. Una vez preparada, la micromatriz se incuba con cDNA que 
incluyen una marca fluorescente, sintetizados a partir de mRNA 
de una población particular de células, como las de una masa 
tumoral que se extirpó en una intervención quirúrgica o de las 
células cancerosas sanguíneas de un paciente con leucemia. El 
cDNA con marca fluorescente se hibrida con las manchas de 
DNA complementario inmovilizado en la laminilla y el análisis 
ulterior del patrón de fluorescencia informa a los investigadores 
cuáles mRNA están presentes en las células tumorales, así como 
su abundancia relativa en la población de mRNA. 

Los estudios con micromatrices de DNA mostraron que los 
perfiles de expresión génica pueden aportar información inva- 
luable sobre las propiedades de un tumor. Por ejemplo, se encon- 
tró que 1) la progresión de un tumor se relaciona con un cambio 
en la expresión de genes particulares; 2) que ciertos cánceres que 
parecen similares según los criterios convencionales pueden di- 
vidirse en subtipos con características clínicas diferentes con base 
en sus perfiles de expresión génica; 3) que el perfil de expresión 
génica del tumor de un paciente particular puede revelar qué tan 
agresivo (qué tan letal) es probable que sea el cáncer; 4) que el 
perfil de expresión génica del tumor de un paciente individual 
puede aportar indicios sobre el tipo de estrategia terapéutica con 
mayor probabilidad de inducir la regresión del tumor. Algunos 
de estos aspectos se describen con más detalle. 
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La figura 16-20 muestra los niveles de transcripción de 50 
genes distintos en dos tipos distintos de leucemia: leucemia lin- 
foblástica aguda (ALL) y leucemia mieloide aguda (AML). Los 
genes utilizados en esta figura, que se nombran de lado derecho, 
son aquellos cuya transcripción mostró la mayor diferencia entre 
estos dos tipos de células sanguíneas cancerosas. Cada columna 
representa los resultados de un solo paciente con ALL o AML, 
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por lo que las columnas permiten comparar las similitudes en la 
expresión del gen entre un paciente y otro. Los niveles de expre- 
sión génica están indicados por el azul oscuro (nivel más bajo) 
al rojo oscuro (nivel más alto). La mitad superior de la figura 
identifica genes que se transcriben mucho más en las células 
de ALL, mientras que la mitad inferior identifica genes que se 
transcriben a un nivel mucho mayor en células de AML. Tales 
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FIGURA 16-20 Perfil de expresión génica que distingue dos tipos de 
leucemia. Cada fila muestra el nivel de expresión de un solo gen cuyo 
nombre aparece a la derecha de la fila. Se indican los niveles de expre- 
sión de 50 genes distintos. La clave de color se muestra en el fondo de 
la figura e indica que el nivel más bajo de expresión es el azul oscuro y 
el más alto el rojo intenso. Cada columna representa los datos de una 
muestra (paciente) diferente. Las columnas de la izquierda muestran 
los perfiles de expresión de personas con leucemia linfoblástica aguda 
(ALL), mientras que las columnas de la derecha señalan los perfiles de 
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expresión de individuos con leucemia mieloide aguda (AML) (indica- 
das por las llaves en la parte superior). Resulta evidente que los genes 
del cuadro superior se expresan con un nivel mucho mayor en sujetos 
con ALL, mientras que los genes del cuadro inferior se expresan en un 
nivel mucho más alto en pacientes con AML. (Los genes incluidos en 
la figura se eligieron por estas diferencias en la expresión entre ambas 
enfermedades.) (Tomana DE T. R. GOLUB ET AL., SCIENCE 286:534, 
1999; O COPYRIGHT 1999 AMERICAN ÅSSOCIATION FOR THE ÁDVAN- 
CEMENT OF SCIENCE.) 


estudios demuestran que hay muchas diferencias en la expresión 
génica entre distintos tipos de tumores, algunas de las cuales 
pueden correlacionarse con diferencias biológicas entre los tu- 
mores; por ejemplo, uno proviene de una célula mieloide y el 
otro de una linfoide (fig. 17-6). Sin embargo, la mayor parte de 
las diferencias no pueden explicarse. Por ejemplo, ¿por qué el gen 
que codifica la catalasa (el último gen de la lista) se expresa poco 
en ALL y mucho en AML? Incluso si estos estudios no pueden 
responder tal interrogante, pueden aportar a los investigadores 
del cáncer una lista de los genes que deben valorar con mayor 
cuidado como blancos potenciales para compuestos terapéuticos. 

Mientras más temprano se descubra el cáncer, es más pro- 
bable que una persona se cure; éste es uno de los principios car- 
dinales del tratamiento para el cáncer. Aun así, cierto porcentaje 
de tumores resultan letales, aunque se descubran y extirpen en 
una etapa temprana. Por ejemplo, algunos cánceres mamarios en 
etapa temprana ya contienen células capaces de sembrar la for- 
mación de tumores secundarios (metástasis) en sitios distantes, 
pero otros no. Tales diferencias determinan el pronóstico de la 
paciente. En un estudio crucial en 2002 se encontró que es pro- 
bable que el pronóstico de un cáncer mamario determinado se 
revele en el nivel de expresión de alrededor de 70 genes de los mi- 
les que se estudiaron en las micromatrices de DNA (fig. 16-21). 
Este hallazgo tiene aplicaciones clínicas importantes para guiar 
el tratamiento de pacientes con cáncer mamario. Las pacientes 
con tumores tempranos que tienen un perfil de “mal pronóstico” 
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FIGURA 16-21 Uso de los datos de una micromatriz de DNA para elegir 


el tratamiento. Cada gráfica muestra el índice de supervivencia respecto 


Años 


del tiempo de pacientes con cáncer mamario que tenían buen o mal pro- 
nóstico, de acuerdo con el nivel de expresión de 70 genes seleccionados. Las 
pacientes de a no mostraron evidencia visible de que el cáncer se disemina- 
ra a los ganglios linfáticos cercanos al momento de la intervención quirúr- 
gica. Como se indica en la gráfica: 1) no todas estas personas sobrevivieron 
y 2) la probabilidad de supervivencia puede predecirse en gran medida por 
los perfiles de expresión génica de sus tumores. Esto permite a los médicos 
tratar a las pacientes con mal pronóstico en forma más agresiva en compa- 
ración con las mujeres con buen pronóstico. Las pacientes en 4 revelaron 
evidencia visible de diseminación de células cancerosas a los ganglios lin- 
fáticos cercanos. Como se indica en la gráfica, la probabilidad de sobrevi- 
vir en este grupo también puede predecirse con los datos de la expresión 
génica. En condiciones normales, todos los sujetos de este grupo recibirían 
tratamiento muy agresivo, que tal vez no sea necesario para los que tienen 
buen pronóstico. (TomaDA DE M. J. VAN DE VIJVER ET AL., New EnGL. J. 
Men. 347:2004-5, 2002. O 2002 MassacHuseTTSs MEDICAL SocIETY.) 
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con base en el patrón de expresión génica (fig. 16-214) pueden 
tratarse de manera agresiva con quimioterapia para maximizar la 
probabilidad de prevención de tumores secundarios. Si no se con- 
sideran los datos de la expresión génica, es improbable que estas 
personas reciban cualquier tipo de quimioterapia porque no hay 
indicación para hacerlo si se usan los criterios convencionales de 
que el tumor no se ha diseminado. Por el contrario, las pacientes 
con tumores que presentan un perfil de “buen pronóstico” podrían 
evitar los agentes quimioterapéuticos más debilitantes, incluso si 
sus tumores parecen más avanzados (fig. 16-215). En años re- 
cientes, varias compañías introdujeron pruebas de laboratorio 
(p. ej., MammaPrint y Oncotype DX) para analizar perfiles de 
expresión génica de cánceres mamarios individuales como ayu- 
da a fin de guiar el mejor curso terapéutico para estas pacientes. 
Aunque dichas pruebas pronósticas se han utilizado mucho en 
los últimos años, su validez todavía se evalúa en grandes estudios 
clínicos. Se espera que pronto puedan utilizarse los perfiles de 
expresión génica para mejorar el diagnóstico y optimizar el tra- 
tamiento de pacientes individuales con todos los tipos de cáncer. 


REVISIÓN 


1. Compara un tumor benigno con uno maligno; los genes 
supresores tumorales con los oncogenes; las mutaciones 
con acción dominante y las que actúan en forma 
recesiva; los protooncogenes y los oncogenes. 

2. ¿A qué se refiere la afirmación de que el cáncer es 

resultado de una progresión genética? 

¿Por qué el p53 se describe como el “guardián del 

genoma”: 

4. Menciona dos mecanismos mediante los cuales actúa 
p53 para prevenir que una célula se torne maligna. 

5. ¿Cómo pueden usarse las micromatrices de DNA para 
identificar el tipo de cáncer que sufre un paciente?, 
¿cómo podrían emplearse para optimizar el tratamiento 
del cáncer? 

6. ¿Qué tipos de proteínas codifican los protooncogenes 
y de qué manera las mutaciones en cada tipo de 
protooncogén hacen que una célula se vuelva maligna? 


Y 


16.4 NUEVAS ESTRATEGIAS 
PARA COMBATIR EL CANCER 


Resulta dolorosamente evidente que los métodos ordinarios para 
combatir el cáncer, es decir, resección, quimioterapia y radiación, 
no suelen curar al paciente del cáncer metastásico, esto es, el que 
se diseminó desde un tumor primario. Debido a que matan gran- 
des cantidades de células normales junto con las cancerosas, la 
quimioterapia y radiación tienden a causar graves efectos secun- 
darios, además de tener utilidad curativa limitada para los esta- 
dos más avanzados de cáncer. Durante decenios se ha abrigado la 
esperanza de que tales estrategias de “fuerza bruta” se sustituyan 
por tratamientos dirigidos, basados en nueva información sobre la 
base molecular del cáncer. Existen varias maneras en que un tra- 
tamiento puede considerarse “dirigido”: puede estar dirigido para 
atacar sólo células cancerosas, dejando intactas las células nor- 
males; puede estar dirigido contra una proteína específica cuya 
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desactivación deja las células cancerosas incapaces de dividirse o 
sobrevivir; o puede estar dirigido contra las células cancerosas de 
un paciente específico con base en su patrón único de mutacio- 
nes somáticas; también es posible alguna combinación de lo an- 
terior. Aunque la tasa de curación para la mayor parte de los tipos 
de cáncer no ha mejorado en grado significativo en los últimos 
50 años, hay razones para creer que en el futuro previsible se dis- 
pondrá de tratamientos dirigidos eficaces para enfrentar muchos 
de los tipos comunes de cáncer. Este optimismo se basa en gran 
medida en el notable éxito logrado con una pequeña cantidad de 
tratamientos dirigidos, que se revisan en las siguientes páginas. 
Aunque tales éxitos han estado dispersos entre una cantidad mu- 
cho mayor de tratamientos propuestos fallidos, demuestran que 
el concepto de tratamiento dirigido es sólido, lo que puede con- 
siderarse una “prueba de principios”. Y lo que es igual de impor- 
tante, dan a los investigadores y a las compañías biotecnológicas 
el incentivo para invertir tiempo y dinero en la continuación de 
la búsqueda de mejores tratamientos contra el cáncer. 

Las terapias anticancerosas que se describen en las secciones 
siguientes pueden dividirse en tres grupos: 1) las que dependen 
de anticuerpos o células inmunitarias para atacar a las células 
tumorales; 2) las que inhiben la actividad de las proteínas pro- 
motoras del cáncer, y 3) las que previenen el crecimiento de vasos 
sanguíneos que nutren al tumor. 


inmunoterapia 


Todo el mundo ha oído o leído acerca de personas con cáncer 
metastásico y pronóstico de unos meses de vida que siguieron vi- 
vas y libres de malignidad años más tarde. Los casos mejor estu- 
diados de estas “remisiones espontáneas” provienen de registros 
de finales del siglo xIx realizados por un médico de Nueva York 
llamado William Coley. El interés de Coley en el tema comenzó 
en 1891 cuando se encontró con los expedientes hospitalarios 
de un paciente con un tumor inoperable en el cuello que experi- 
mentó la remisión después de contraer una infección estreptocó- 
cica debajo de la piel. Coley localizó al individuo y lo encontró 
sin rastro del cáncer que alguna vez amenazó su vida. Coley pasó 
el resto de su vida en el desarrollo de un extracto bacteriano que 
estimulara al sistema inmunitario de las personas para atacar y 
destruir las células malignas después de inyectarlo bajo la piel. El 
trabajo no careció de éxitos, sobre todo contra ciertos sarcomas 
poco frecuentes de tejido blando. Aunque el uso de la toxina 
de Coley, como se llamó más tarde, nunca tuvo una aceptación 
muy amplia, los resultados de este médico confirmaron las ob- 
servaciones anecdóticas de que el cuerpo tiene la capacidad de 
destruir un tumor, incluso cuando ya está bien establecido. En 
fechas recientes se han intentado dos formas terapéuticas ge- 
nerales que incluyen al sistema inmunitario: la inmunoterapia 
pasiva y la inmunoterapia activa. 

La inmunoterapia pasiva es una forma que intenta tratar a 
los sujetos con cáncer mediante la administración de anticuer- 
pos como agentes terapéuticos. Estos anticuerpos reconocen y 
se unen con proteínas específicas que tienen una función clave 
en las actividades del tumor contra el que se dirigen. Una vez 
unido, el anticuerpo orquesta un ataque contra la célula el cual 
es ejecutado por otros elementos del sistema inmunitario. Como 
se explica en la sección 18.19, la producción de anticuerpos mo- 
noclonales capaces de unirse con antígenos blanco particulares 


empezó a desarrollarse a mediados del decenio de 1970. Du- 
rante los primeros 20 años, los intentos para usar estas proteínas 
como agentes terapéuticos fallaron por diversas razones. La más 
notoria de ellas es que los anticuerpos se producían en células de 
ratón y estaban codificadas por genes de ratón. Como resulta- 
do, los anticuerpos se reconocían como extraños y se eliminaban 
de la corriente sanguínea antes de tener oportunidad de actuar. 
En los esfuerzos ulteriores, los investigadores pudieron producir 
“anticuerpos humanizados”, que son anticuerpos formados en su 
mayor parte por proteínas humanas, excepto por una parte relati- 
vamente pequeña que reconoce al antígeno, que aún conserva su 
naturaleza de ratón. En los últimos años, los investigadores pro- 
dujeron anticuerpos que tienen una secuencia de aminoácidos 
completamente humana. En una de las modalidades, los ratones 
se sometieron a ingeniería genética para que su sistema inmuni- 
tario liberara moléculas de anticuerpos humanos. 

En la actualidad hay cerca de una docena de anticuerpos 
monoclonales aprobados para el tratamiento del cáncer y otras 
enfermedades; y se están probando otros 100 o más. La hercep- 
tina es un anticuerpo humanizado dirigido contra un receptor 
de la superficie celular (Her2) que se une con un factor de creci- 
miento que estimula la proliferación de las células de cáncer ma- 
mario. Se cree que la herceptina inhibe la activación del receptor 
mediante el factor de crecimiento y estimula la interiorización 
del receptor (pág. 305). Casi 25% de las variantes de cáncer de 
mama se compone de células con una expresión excesiva del gen 
HERZ2, lo cual hace que estas células sean muy sensibles a la es- 
timulación por el factor de crecimiento. Hasta que se desarrolló 
el trastuzumab, los pacientes con tumores que expresaban HER2 
tenían un pronóstico muy malo. Su pronóstico ha mejorado mu- 
cho. Por ejemplo, un estudio de 3000 mujeres con cáncer mama- 
rio temprano informó que trastuzumab redujo la probabilidad de 
recurrencia de la enfermedad en cerca de 50% en un periodo de 
cuatro años. Hasta ahora, el anticuerpo humanizado más eficaz 
es el rituximab, que se aprobó en 1997 para el tratamiento del 
linfoma de células B no Hodgkin; este fármaco se une con una 
proteína de la superficie celular (CD20) que se encuentra en las 
células B malignas en cerca del 95% de los casos con esta enfer- 
medad. La unión del anticuerpo con la proteína CD20 inhibe el 
crecimiento celular e induce a las células para dirigirse a la apop- 
tosis. La introducción de este anticuerpo cambio por completo 
la perspectiva para las personas con este tipo de tumoración par- 
ticular. Quienes alguna vez tuvieron un pronóstico catastrófico 
ahora poseen una probabilidad excelente de alcanzar la remisión 
completa de la enfermedad. 

En los últimos años se han sometido a pruebas clínicas varios 
anticuerpos totalmente humanos contra diversos tipos de cáncer. 
Uno de estos, llamado panitumumab, se dirige contra el receptor 
EGF y está aprobado como tratamiento de un solo agente para 
el cáncer colónico metastásico con expresión de EGFR. Como 
es una proteína humana, el panitumumab permanece en la cir- 
culación el tiempo suficiente para administrarse una vez cada dos 
semanas. Es probable que se apruebe otro anticuerpo monoclonal 
humano, ofatumumab, para tratamiento de leucemia linfocítica 
crónica. Además, actualmente se desarrolla una nueva generación 
de anticuerpos que contienen un átomo radiactivo o un compues- 
to tóxico conjugado con la molécula de anticuerpo. Según lo pla- 
nificado, el anticuerpo dirige al complejo hacia la célula cancerosa 
y el átomo o compuesto acompañantes destruyen la célula blanco. 


En el momento en que esto se escribe, dos anticuerpos antiCD20 
con marca radiactiva (ibritumomab tiuxetan y %*I-tositumomab) 
han sido aprobados para el tratamiento del linfoma de células B 
no Hodgkin, y un anticuerpo unido a un fármaco tóxico (gemtu- 
zumab ozogamicina) para la leucemia mieloide aguda. 

La inmunoterapia activa (o adoptiva) es una forma que in- 
tenta que el propio sistema inmunitario de la persona participe 
en la lucha contra las células malignas. El sistema inmunitario 
evolucionó para reconocer y destruir materiales extraños, pero 
los cánceres provienen de las propias células del individuo. Aun- 
que muchas células tumorales tienen proteínas (p. ej., telome- 
rasa) que no se expresan de manera normal en las células sanas, 
o proteínas mutadas (p. ej., Ras) que son distintas a las que se 
encuentran en las células normales, aún son proteínas del hos- 
pedador presentes en células del hospedador. Como resultado, el 
sistema inmunitario casi nunca reconoce a estas proteínas como 
“inapropiadas”. Incluso si la persona tiene células inmunitarias 
(linfocitos T) que reconocen los antígenos relacionados con el 
tumor, las neoplasias desarrollan mecanismos que les permiten 
escapar a la destrucción inmunitaria. Se han formulado muchas 
medidas diferentes para vencer estos obstáculos y estimular al 
sistema inmunitario a fin de que establezca una respuesta vigo- 
rosa contra las células tumorales. En la mayor parte de los estu- 
dios, las células inmunitarias (casi siempre células dendríticas) 
se aíslan del paciente, se estimulan in vitro de una forma u otra, se 
permite que proliferen en cultivo y luego se reintroducen al pa- 
ciente. En algunos estudios, las células inmunitarias aisladas se 
someten a modificación genética antes de la proliferación para 
aumentar su capacidad para atraer al tumor. Durante muchos 
años, los estudios clínicos que usaron estas “vacunas contra cán- 
cer” fueron decepcionantes, pero las publicaciones recientes han 
dado razones para mantener un optimismo cauto. En muchos de 
estos estudios, una minoría significativa de pacientes presentó 
una respuesta positiva al tratamiento, lo que significa que sus 
tumores al menos se redujeron en tamaño o extensión, y su es- 
peranza de supervivencia aumentó en forma significativa. Como 
estos tipos de tratamientos son individualizados, es probable que 
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requieran mucho tiempo en su preparación y sean muy costosos. 
La vacuna que ha llegado a una etapa de pruebas más avanzada 
se llama Provenge, y está diseñada para tratar a los pacientes con 
cáncer prostático avanzado que ya no responde al tratamiento 
hormonal. Las células inmunitarias se aíslan de la sangre, se ex- 
ponen a una proteína prostática específica (fosfatasa ácida pros- 
tática) que expresa este cáncer y luego se infunden de nuevo al 
paciente. La FDA rechazó Provenge una vez en 2007, decisión 
que generó gran controversia. Al momento de redactar este libro, 
ya se habían completado al menos dos estudios fase III, pero ha 
existido cierta dificultad para conciliar los resultados de éstos y 
la agencia reguladora delibera sobre el tema. Otra vacuna perso- 
nalizada contra el cáncer, DCVax, parece muy alentadora en los 
estudios fase 1 y II en el tratamiento de cáncer cerebral; en este 
momento se evalúa en estudios más grandes. Todavía está por 
verse si alguna de estas vacunas es un tratamiento eficaz con- 
tra el cáncer. El objetivo final de los investigadores del cáncer 
es producir tratamientos inmunológicos preventivos en los que 
las personas se vacunen con antígenos que impidan de manera 
permanente el desarrollo de cáncer que ponga en peligro su vida. 


Inhibición de la actividad 
de proteínas promotoras de cáncer 


Las células cancerosas se comportan como lo hacen porque con- 
tienen proteínas que están presentes en concentración anormal 
o exhiben actividad anormal. Varias de estas proteínas se ilus- 
tran en la figura 16-17. En muchos casos, el crecimiento o la 
supervivencia (o ambas) de las células tumorales depende de 
la actividad continua de una o más de estas proteínas anorma- 
les. Esta dependencia se conoce como “adicción a oncogenes”. Si 
puede bloquearse la actividad de estas proteínas en forma selec- 
tiva, debe ser posible detener el crecimiento descontrolado y las 
propiedades invasivas de las células malignas. Con este objetivo, 
los investigadores sintetizaron un arsenal virtual de compuestos 
de bajo peso molecular que inhiben la actividad de las proteínas 
promotoras del cáncer. Algunos de estos fármacos están hechos 


CUADRO 16-3 Ejemplos de tratamientos dirigidos a pequeñas moléculas que tienen aprobación de la FDA o se encuentran 


en fase de pruebas 


Fármaco Blanco 

Imatinib BCR-ABL, KIT, PDGFR 
Gefitinib EGFR 

Erlotinib EGFR 

Sutinib VEGFR, PDGFR, KIT 
Lapatinib EGFR, HER2 
Sorafenib BRAF, EGFR, EGFR 
Bortezomib Proteosoma 

Vorinostat HDAC 

Temsirolimús mTOR 

Tamoxifeno, raloxifeno Receptor estrogénico 
Anastrozol, exemestano Aromatasa 

Oblimersén BCL-2 

ABT-737 BCL-X, 
Geldanamicina HSP90 

Nutlinas, RITA p53 

PRIMA-1 p53 

PX-478 HIF-1 

BSI-201 PARP-1 

Decitabina DNMT 


Mecanismo de acción 


Inhibidor de tirosina cinasa 

Inhibidor de tirosina cinasa 

Inhibidor de tirosina cinasa 

Inhibidor de tirosina cinasa 

Inhibidor de tirosina cinasa 

Inhibidor de cinasa 

Inhibe degradación proteínica 

Inhibe acetilación de histona (¿efecto epigenético?) 
Bloquea vía de supervivencia celular 

Bloquea acción del estrógeno 

Inhibe síntesis de estrógeno 

Inhibe síntesis de esta proteína proapoptósica 

Inhibe esta proteína proapoptósica 

Inhibe esta chaperona molecular 

Inhibe interacción de p33-MDM2 

Restaura actividad de p53 mutante 

Inhibe este factor de transcripción que se activa por hipoxia 
Inhibe esta enzima implicada en la reparación de DNA 


Inhibe la metilación de DNA 
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a la medida para inhibir una proteína particular, mientras que 
otros se identificaron al azar en la detección de grandes cantida- 
des de compuestos que sintetizaron las compañías farmacéuticas. 
Una vez que se identifica un compuesto inhibidor de proteína, 
casi siempre se valora su eficacia contra un panel de casi 60 tipos 
distintos de células cultivadas, cada una aislada de un cáncer hu- 
mano distinto. El éxito contra células cultivadas casi siempre da 
lugar a pruebas del agente contra ratones que portan trasplantes 
tumorales humanos (xenoinjertos). El cuadro 16-3 muestra una 
lista de muchos de los agentes que se han valorado en estudios 
clínicos. Aunque varios de estos compuestos parecen promiso- 
rios para detener el crecimiento de varios tipos de tumores, un 
compuesto ha tenido un éxito sin paralelo en las pruebas clínicas 
en pacientes con leucemia mielógena crónica (CML). 

Ya se mencionó que ciertos tipos de cáncer se deben a trans- 
locaciones cromosómicas específicas. La CML es consecuencia 
de una translocación que pone a un protooncogén (ABL) en 
contacto con otro gen (BCR) para formar un gen quimérico 
(BCR-ABL). Las células progenitoras sanguíneas que tienen 
esta translocación expresan un alto nivel de actividad de tirosina 
cinasa Abl, la cual hace que las células proliferen en forma des- 
controlada e inicien la formación del tumor. Como se expone en 
la página 73, se ha identificado un compuesto llamado imatinib 
que inhibe en forma selectiva la cinasa Abl mediante la unión 
con la forma inactiva de la proteína e impide su fosforilación 
por otra cinasa, lo cual es preciso para la activación de Abl. Las 
pruebas clínicas iniciales con imatinib tuvieron gran éxito e in- 
dujeron la remisión de casi todos los sujetos con CML que reci- 
bieron dosis suficientes del fármaco. Estos estudios confirmaron 
la idea de que la eliminación de un solo producto oncogénico 
requerido podría detener el crecimiento de un cáncer humano. 
El fármaco se aprobó pronto y se ha utilizado por varios años. 
Los pacientes deben seguir tomando el medicamento para man- 
tenerse en remisión, y muchos de ellos, en especial los que inician 
el tratamiento en una etapa avanzada, con el tiempo desarrollan 
resistencia. La mayor parte de los casos de resistencia se deben 
a mutaciones en la porción ABL del gen de fusión. Esto ha mo- 
tivado el desarrollo de una segunda generación de inhibidores 
dirigidos que permanecen activos contra la mayoría de las for- 
mas mutadas de la cinasa de ABL (fig. 2-514). Al parecer estos 
fármacos son eficaces para tratar los casos de CML resistentes 
a imatinib, y hacen pensar que el régimen medicamentoso ideal 
podría consistir en una combinación de varios inhibidores dis- 
tintos que se dirijan a diferentes partes de la misma proteína, lo 
cual aseguraría que no surgieran mutantes resistentes a fármacos. 

Se esperaba que el imatinib fuera seguido con rapidez de 
muchos otros fármacos inhibidores de proteína altamente efica- 
ces. Aunque algunos inhibidores de molécula pequeña dirigidos 
contra proteínas han tenido éxito modesto en ensayos clínicos 
y han sido aprobados por la FDA, y otros cientos se prueban 
actualmente en la clínica, ninguno de los estudiados a la fecha 
ha sido capaz de detener por completo el crecimiento de nin- 
guno de los tipos comunes de cáncer sólido, como los de mama, 
pulmón, próstata o páncreas. No está clara del todo, la causa de 
la dificultad para tratar estos tumores: podría ser que estos tumo- 
res son genéticamente más complejos y las células no dependen 
tanto de un solo producto oncogénico y de una vía de señaliza- 
ción aberrante como los tipos de células sanguíneas. Otra razón 
podría ser que sólo una fracción de los pacientes con un tipo 


específico de tumor, son sensibles a un medicamento dado. Esto 
fue sugerido por el caso del getinib, un inhibidor de la tirosina 
cinasa del receptor de EGF (EGFR). El getinib se probó origi- 
nalmente en pacientes con cáncer de pulmón porque se sabía que 
estos tumores exhiben altas concentraciones de EGFR. En las 
pruebas clínicas iniciales se observó que alrededor de 10% de los 
pacientes en Estados Unidos y 30% de los pacientes japoneses 
reaccionaron de forma positiva al fármaco, mientras que el resto 
de la población no presentó cambios. Un análisis posterior reveló 
que quienes reaccionaban y quienes no lo hacían tenían mutacio- 
nes que afectaban distintas regiones de la proteína EGFR. Este 
descubrimiento corrobora la idea de que al final, probablemente 
los tratamientos anticancerosos dirigidos tendrán que personali- 
zarse para que se ajusten a las modificaciones genéticas específi- 
cas presentes en los tumores de pacientes individuales. 

Esta sección está enfocada en tratamientos dirigidos que in- 
hiben proteínas anormales o con expresión anormal en las células 
cancerosas. No obstante, también pueden ser proteínas que ten- 
gan una estructura y expresión normales, pero que por alguna ra- 
zón tienen una función importante en la vida de las células can- 
cerosas. Los inhibidores dirigidos contra esas proteínas podrían 
tener un potencial considerable como agentes terapéuticos para 
el cáncer. En este capítulo se describe cómo las células cancerosas 
contienen mutaciones en una gran variedad de genes, muchos 
de los cuales producen inhibición total de ciertas vías metabóli- 
cas o de señalización. Aunque esto podría ayudar a promover el 
crecimiento y supervivencia de tales células cancerosas, también 
podría hacer que se volvieran más dependientes que las células 
normales de otras vías que continúan en operación de manera 
normal. Los anuncios recientes que aclaman la promesa de inhi- 
bidores de PARP-1 en el tratamiento de varios tipos de cáncer 
representan un ejemplo de este tipo de razonamiento. La PARP 
(acrónimo de poli(ADP-ribosa) polimerasa) es una enzima poco 
comprendida que participa en muchos procesos implicados en el 
metabolismo del DNA, incluida su reparación. Los inhibidores 
de PARP-1 (p. ej., olaparib y BSI-201) parecen muy alentadores 
para el tratamiento de cánceres mamario y ovárico que muestran 
deficiencias en BRCA1 y BRCA2. Como se explica en la página 
663, las proteínas BRCA participan en la reparación del DNA 
y se infiere que estas células cancerosas dependen más que las 
normales de las vías de reparación del DNA, incluidas las que 
requieren PARP-1. Cuando se inhibe PARP-1 en las células 
tumorales con deficiencia de BRCA, ciertos tipos de daño del 
DNA no pueden repararse, lo que conduce a la muerte de esas 
células por apoptosis. Este tipo de tratamiento se basa en una 
estrategia de “letalidad sintética”, que sugiere que las mutaciones 
o la inhibición de sólo una proteína (p. ej., BRCA o PARP) no 
tienen efecto en la viabilidad celular, pero que las mutaciones y la 
inhibición o ambas, de dos proteínas distintas vuelve a la célula 
incapaz de realizar una o más funciones esenciales. 

Otra razón podría ser que los inhibidores no se dirigen 
contra las células apropiadas dentro del tumor. Esta posibilidad 
requiere de una mayor explicación pero plantea una cuestión im- 
portante acerca de la biología básica del cáncer y su tratamiento. 
A lo largo de este capítulo se ha considerado que un tumor es una 
masa de células relativamente homogénea. Cuando se les ve de 
este modo, todas las células de un tumor son capaces de proliferar 
de manera ilimitada, y todas tienen la oportunidad de convertirse 
en un fenotipo más maligno como resultado de cambio gené- 


tico sobre la marcha. En años recientes ha emergido un nuevo 
concepto, el cual sugiere que si bien la mayor parte de las células 
de un tumor pueden estar dividiéndose con rapidez, tienen un 
potencial relativamente limitado a largo plazo para mantener el 
tumor primario o iniciar un nuevo tumor secundario. En cambio, 
una cantidad relativamente pequeña de células dispersas por el 
tumor son responsables de mantener éste y promover su dise- 
minación. Tales células “especiales” se conocen como células pri- 
mordiales cancerosas, y hay apoyo experimental considerable de su 
existencia en leucemias, tumores encefálicos, tumores mamarios 
y otros tipos de cáncer. Existen diversos experimentos recientes 
que argumentan contra la existencia de estas raras células pri- 
mordiales cancerosas y por ahora este tema es causa de debate. 

El concepto de célula madre cancerosa se plantea en esta 
parte del capítulo porque tiene importantes consecuencias para 
el tratamiento del cáncer. Si es cierto que sólo una pequeña 
subpoblación de células de un tumor tienen la capacidad de 
continuar la vida de éste, entonces el desarrollo de fármacos que 
maten con rapidez el grueso de la masa tumoral pero respeten las 
células primordiales cancerosas finalmente estará condenado al 
fracaso. Si bien hay en marcha esfuerzos para identificar células 
primordiales cancerosas en diversos tipos de tumores y aprender 
más acerca de sus propiedades, estas nuevas ideas no han tenido 
un impacto apreciable en el desarrollo de fármacos. 


Inhibición de la formación de nuevos 
vasos sanguíneos (angiogénesis) 


Mientras un tumor aumenta de tamaño, estimula la formación 
de nuevos vasos sanguíneos, un proceso llamado angiogénesis (fig. 
16-22). Los vasos sanguíneos son necesarios para llevar nutri- 
mentos y oxígeno a las células tumorales de crecimiento rápido 
y para eliminar los productos de desecho; también proporcionan 
conductos para que las células malignas se diseminen a otros si- 
tios del cuerpo. En 1971, Judah Folkman de la Harvard Univer- 
sity sugirió que los tumores sólidos podían destruirse si se inhibía 
su capacidad para formar nuevos vasos sanguíneos. Después de 
un cuarto de siglo de relativa oscuridad, esta idea floreció en una 
terapia anticancerosa prometedora. 


Tumor primario 


a | 


aso sanguíneo 


FIGURA 16-22 Angiogénesis y crecimiento tumoral. Pasos en la vascu- 
larización de un tumor primario. En el paso 1, el tumor prolifera para 
formar una pequeña masa de células. Siempre que se mantenga avascular 
(sin vasos sanguíneos), el tumor permanece muy pequeño (1 a 2 mm). 
En el paso 2, la masa tumoral produjo factores angiógenos que estimu- 
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Las células cancerosas promueven la angiogénesis mediante 
la secreción de factores de crecimiento, como VEGF, que actúan 
sobre las células endoteliales de los vasos sanguíneos circundan- 
tes y los estimulan para proliferar y desarrollar nuevos vasos. Del 
mismo modo que hay estimulantes de la angiogénesis, también 
hay inhibidores. Ya se identificaron varios de los inhibidores na- 
turales, como la endostatina y la trombospondina, pero compa- 
ñías de biotecnología han desarrollado casi todos los inhibidores 
angiógenos. En este grupo de sustancias se incluyen anticuerpos 
y compuestos sintéticos dirigidos contra integrinas, factores de 
crecimiento y receptores para factores de crecimiento. Los estu- 
dios preclínicos con ratones y ratas sugieren que los inhibidores 
angiógenos podrían ser eficaces para detener el crecimiento tu- 
moral. Lo más importante: los tumores tratados con estos inhi- 
bidores no se volvieron resistentes a la aplicación repetida del 
fármaco. Las células tumorales se tornan resistentes a los agen- 
tes quimioterápicos usuales por la inestabilidad genética de las 
células, las cuales pueden evolucionar a formas resistentes. Sin 
embargo, los inhibidores de la angiogénesis se dirigen a células 
endoteliales normales, con características genéticas estables, que 
conservan su respuesta a la presencia de estos agentes. Existen 
otras razones que hacen de los inhibidores de la angiogénesis 
un tratamiento promisorio: no interferirán en las actividades fi- 
siológicas normales, porque la angiogénesis no es una actividad 
necesaria en un adulto maduro; actúan en células que revisten los 
vasos sanguíneos, que son directamente accesibles a los fármacos 
llevados por el torrente sanguíneo; y deben ser ampliamente efi- 
caces contra muchos tipos distintos de tumores, que se supone 
emplean los mismos mecanismos de angiogénesis. 

La inhibición de la angiogénesis en los tumores humanos 
no es una tarea fácil como podría esperarse con base en los estu- 
dios con ratones. Hasta ahora, los resultados más prometedores 
se han obtenido con un anticuerpo humanizado (llamado beva- 
cizumab) que se dirige contra el VEGF, el factor de crecimiento 
de células endoteliales que se sobreexpresa en la mayor parte de 
los tumores sólidos. Bevacizumab bloquea la unión y activación 
de VEGF sobre su receptor, VEGFR. La aprobación de la FDA 
se basó en estudios clínicos que demuestran que el bevacizumab, 
combinado con quimioterapia estándar, podía prolongar la vida 


lan a las células endoteliales de los vasos cercanos para crecer hacia las 
células tumorales. En el paso 3, el tumor se vascularizó y ahora es capaz 
de un crecimiento ilimitado. (Tomapa DE B. R. ZETTER, CON AUTORI- 
ZACIÓN DE ANN. Rev. MED., voL. 49; O 1998, ANNUAL Reviews www. 
ANNUALREVIEWS.ORG.) 
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de los pacientes con cáncer colorrectal metastásico en varios me- 
ses. Aunque está lejos de representar una curación, este es un lo- 
gro significativo en pacientes con cáncer colorrectal avanzado (y 
también con cáncer pulmonar). Desde entonces ya se aprobaron 
otros dos fármacos que inhiben la angiogénesis, los inhibidores 
de bajo peso molecular de la cinasa sutinib y sorafenib, pero nin- 
guno de ellos tiene un impacto importante en la evolución de la 
enfermedad y se debate sobre su mecanismo de acción. Según 
una de las hipótesis, la detención del crecimiento de los vasos 
sanguíneos en un tumor incluso podría tener un impacto nega- 
tivo porque crea un ambiente más deficiente en oxígeno para las 
células tumorales y las impulsa a “buscar” otros sitios en el cuerpo. 

Para el futuro próximo, la mejor estrategia anticancerosa es 
la detección temprana. Existen varios procedimientos de detec- 
ción en uso, incluida la mamografía para identificar el cáncer 
mamario, la prueba de Papanicolaou para el cáncer cervical, las 
cuantificaciones de antígeno prostático específico para detectar 
el cáncer de próstata y la colonoscopia para reconocer el cáncer 


colorrectal. Se espera que en los próximos años los avances de la 
proteómica conduzcan al desarrollo de nuevas pruebas de detec- 
ción basadas en los niveles relativos de varias proteínas presentes 
en la sangre. Este tratamiento se explicó en la página 70. Exis- 
ten otros indicadores biológicos sanguíneos (biomarcadores) que 
podrían revelar la presencia de cáncer, incluidos DNA mutante, 
carbohidratos anormales, metabolitos distintivos y la presencia 
de las células cancerosas mismas. 

Es probable que los avances de la genómica contribuyan 
al proceso de detección al informar a cada persona los tipos de 
cáncer para los que tiene mayor probabilidad. Las pruebas de de- 
tección genómica ya están disponibles para los sujetos con ante- 
cedentes familiares sugestivos de mutaciones en el gen BRCA1 y 
que, por consiguiente, podrían tener riesgo de desarrollar cáncer 
mamario. Cuanto más pronto se descubra el cáncer es mayor la 
probabilidad de supervivencia. En consecuencia, estos procedi- 
mientos de detección podrían tener un efecto notorio para dis- 
minuir los índices de mortalidad por cáncer. 


VÍAS EXPERIMENTALES 


El descubrimiento de los oncogenes 


En 1911, Peyton Rous del Rockefeller Institute for Medical Research, pu- 
blicó un documento menor de una página de extensión (compartía la 
página con una nota sobre el tratamiento de la sífilis) y no tuvo reper- 
cusión alguna en la comunidad científica. Sin embargo, este documento 
notificaba una de las observaciones más previsoras en el campo de la 
biología celular y molecular.* Rous trabajaba con un sarcoma de pollo 
que podía propagarse de una gallina a otra mediante la inoculación al 
hospedador de la misma cepa con fragmentos del tejido tumoral. En 
este documento, Rous describió una serie de experimentos muy sugesti- 
vos de que el tumor podía transmitirse de un animal a otro mediante 
un “virus filtrable”, que es un término que se había acuñado 10 años 
antes para describir a los agentes patógenos que eran lo bastante pe- 
queños para pasar por filtros que eran impermeables a las bacterias. 

En sus experimentos, Rous retiró los tumores del pecho de las ga- 
llinas, molió las células en un mortero con arena estéril, centrifugó las 
partículas hasta formar una pelotilla, retiró el sobrenadante e impulsó el 
líquido sobrenadante por filtros de varias porosidades, incluido uno lo 
bastante pequeño para impedir el paso de bacterias. Luego, inyectó el fil- 
trado en el músculo pectoral de una gallina receptora y encontró que un 
porcentaje significativo de los animales inyectados desarrollaba el tumor. 

El virus descubierto por Rous en 1911 fue un virus con RNA. 
Para finales del decenio de 1960 se descubrió que virus similares se re- 
lacionaban con tumores mamarios y leucemias en roedores y gatos. Se 
habían criado ciertas cepas de ratones que desarrollaban tumores espe- 
cíficos con una frecuencia muy elevada. Las partículas virales con RNA 
pudieron verse dentro de las células tumorales y también en gemación 
de la superficie celular, como se muestra en la micrografía de la figura 1. 
Resultó evidente que el (los) gen(es) causante de los tumores en estas 
cepas endogámicas se transmitía por vía vertical, es decir, a través del 
huevo fecundado de la madre a los hijos, de manera que los adultos de 
cada generación siempre desarrollan el tumor. Estos estudios proporcio- 
naron evidencia de que el genoma viral puede heredarse a través de los 
gametos y transmitirse luego de una célula a otra mediante la mitosis 
sin que se observe un efecto obvio en el comportamiento de las células. 
La presencia de genomas víricos heredados no es una peculiaridad de 
las cepas endogámicas de laboratorio porque se demostró que ratones 


silvestres (salvajes) tratados con carcinógenos químicos desarrollan tu- 
mores que a menudo contienen los mismos antígenos característicos de 
los virus tumorales de RNA y que muestran partículas virales bajo el 
microscopio electrónico. 

Una de las principales preguntas acerca de la transmisión vertical 
de los virus tumorales de RNA era si el genoma viral pasa de los padres 


FIGURA 1 Micrografía electrónica de un virus de la leucemia del ratón 
Friend que se desprende por gemación de la superficie de una célula 
leucémica cultivada. (Por CORTESÍA DE E. DE Harven.) 


a hijos como moléculas libres de RNA o se integra de alguna forma al 
DNA de la célula huésped. La evidencia indicó que la infección y la 
transformación por estos virus requerían la síntesis de DNA. Howard 
Temin de la Wisconsin University sugirió que la replicación de los vi- 
rus tumorales de RNA ocurre mediante un intermediario de DNA, un 
provirus, que sirve como plantilla para la síntesis de RNA viral. Sin 
embargo, esta plantilla necesita una enzima única, una DNA polimerasa 
dependiente de RNA que nunca se había encontrado en ningún tipo de 
célula. Más adelante, en 1970, David Baltimore del Massachusetts Insti- 
tute of Technology y Temin y Satoshi Mizutani descubrieron de manera 
independiente una enzima con esta actividad.?* 

Baltimore examinó los viriones (las partículas virales maduras) 
de dos virus tumorales de RNA, el virus de la leucemia de ratón de 
Rauscher (R-MLV) y el virus del sarcoma de Rous (RSV). Se incubó 
una preparación del virus purificado en condiciones que promoverían la 
actividad de una DNA polimerasa, e incluía magnesio (o manganeso), 
cloruro de sodio, ditiotreitol (que evita que los grupos —SH de la en- 
zima se oxiden) y los cuatro trifosfatos de desoxirribonucleósidos, uno 
de los cuales (TTP) se marcó con radiactividad. En estas condiciones, 
la preparación incorporó el precursor marcado de DNA en un producto 
insoluble en ácido que mostraba las propiedades del DNA (cuadro 1). 
Como es característico del DNA, el producto de la reacción se volvió 
soluble en ácido (indicativo de que se había convertido en productos de 
bajo peso molecular) mediante el tratamiento con desoxirribonucleasa 
pancreática o nucleasa de micrococos, pero no se afectó por la ribonu- 
cleasa pancreática ni por la hidrólisis alcalina (a la cual es sensible el 
RNA; cuadro 1). Se encontró que la enzima polimerizadora de DNA 
se sedimenta junto con las partículas virales maduras, lo que sugiere 
que era parte del virión mismo y no una enzima donada por la célula 
hospedadora. Aunque el producto era insensible al tratamiento con ri- 
bonucleasa pancreática, la plantilla era muy sensible a esta enzima (fig. 
2), sobre todo si los viriones se trataban antes con la ribonucleasa para 
luego agregar los otros componentes de la mezcla de reacción (fig. 2, 
curva 4). Los resultados reforzaron la idea de que el RNA viral prove- 
nía de la plantilla para la síntesis de una copia de DNA, la cual tal vez 
servía como plantilla para la síntesis de mRNA viral necesario para la 
infección y transformación. Estos experimentos no sólo sugieren que 
la transformación celular por los virus tumorales de RNA ocurre por 
un intermediario de DNA, sino que también contradijeron el concepto 
antiguo propuesto al principio por Francis Crick y conocido como el 
dogma central, que aseveraba que la información de una célula siempre 
fluía del DNA al RNA y a la proteína. La DNA polimerasa dependiente 
de RNA recibió el nombre de transcriptasa inversa. 

Durante el decenio de 1970, la atención se fijó en la identificación 
de los genes portados por los virus tumorales que producían la transfor- 
mación y el mecanismo de acción de los productos génicos. La evidencia 
de los análisis genéticos indicó que podían aislarse cepas mutantes de 


CUADRO 1 Caracterización del producto de la polimerasa 


Radiactividad Porcentaje de 


insoluble en producto no 
Experimento Tratamiento ácido digerido 
il No tratado 1425 (100) 
20 ug de desoxirribo- 125 9 
nucleasa 
20 ug de nucleasa de 69 5 
micrococo 
20 ug de ribonucleasa 1361 9% 
2 No tratado 1644 (100) 
Hidrolizado con 1684 100 
NaOH 


Fuente: D. Baltimore, reimpreso con autorización de Nature 226:1210, 1970. © 1970 
Macmillan Magazines, Ltd. 


EL DESCUBRIMIENTO DE LOS ONCOGENES 677 


a 
o 
= 
X 
£ 
a 
o 
e 
o 
as] 
E 
9 
E 
9 
Q 
S 
a 
2 
E 
E 


FIGURA 2 Incorporación de radiactividad de PH]TTP en un precipitado 
insoluble en ácido porla DNA polimerasa del virus de la leucemia murina de 
Rauscher en presencia y ausencia de ribonucleasa. (Noza: el precursor TTP 
marcado se convierte en TMP cuando se incorpora en el DNA.) Curva 1, 
sin ribonucleasa agregada; curva 2, preincubada sin ribonucleasa agrega- 
da durante 20 min antes de añadir [*H]TTP; curva 3, ribonucleasa adi- 
cionada a la mezcla de reacción; curva 4, preincubada con ribonucleasa 
antes de añadir ["H]T'T'P. (ReImPRESA CON AUTORIZACIÓN DE D. BALTI- 
MORE, NATURE 226:1210, 1970. © 1970, MacmILLAN MAGAZINES Lro.) 


virus que conservaban la capacidad para crecer en células hospedadoras, 
pero no podían transformar a la célula para que mostrara propiedades 
malignas.* Por lo tanto, la capacidad para transformar a la célula residía 
en una porción limitada del genoma viral. 

Estos hallazgos establecieron la base para una serie de documentos 
publicados por Harold Varmus, J. Michael Bishop, Dominique Stehelin 
et al. de la California University, en San Francisco. Tales investigadores 
comenzaron con el aislamiento de cepas mutantes del virus del sarcoma 
aviar (ASV) que tenían deleciones de 10 a 20% del genoma, lo que 
tornaba al virus incapaz de inducir sarcomas en pollos o transformar 
fibroblastos en cultivos. El gen causante de la transformación, que no 
existe en estos mutantes, se denominó src (de sarcoma). Para aislar el 
DNA correspondiente a las regiones eliminadas de estos mutantes, que 
se supone portan los genes necesarios para la transformación, se adoptó 
la siguiente conducta experimental.” Se utilizó el RNA de los genomas 
de viriones completos (oncógenos) como plantilla para la formación de 
un DNA complementario ((DNA) monocatenario y con marca radiac- 
tiva, para lo cual se usó transcriptasa inversa. Luego, el cDNA marcado 
(que se encuentra como fragmentos) se unió (en un híbrido) con el 
RNA obtenido de uno de los mutantes con la deleción. Los fragmentos 
de DNA que no formaron híbridos con el RNA representan las porcio- 
nes del genoma que se habían eliminado del mutante incapaz de inducir 
transformación y, en consecuencia, se presupuso que contenían el gen 
necesario para que el virus causara la transformación. Los fragmentos 
de DNA que no formaron híbridos con el RNA se separaron de los que 
formaban parte de los híbridos DNA-RNA mediante cromatografía de 


columna. Con este procedimiento básico se aisló una secuencia de DNA 
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conocida como DNAc „» que correspondía a cerca del 16% del geno- 
ma viral (1600 nucleótidos de una longitud genómica total de 10000 
nucleótidos). 

Una vez aislado, el cDNA e resultó ser una sonda muy útil. Pri- 
mero se demostró que este cDNA marcado forma híbridos con el DNA 
extraído de las células de diversas especies de aves (pollo, pavo, codorniz, 
pato y emú), lo que indica que los genomas celulares de estas aves con- 
tienen una secuencia de DNA muy relacionada con src. 

Tales hallazgos proporcionaron la primera evidencia sólida de que 
en realidad existe un gen portado por un virus tumoral que induce trans- 
formación celular en el DNA de las células normales (no infectadas) y, 
por lo tanto, se asume que es parte del genoma normal de las células. 
Estos resultados indicaron que los genes transformadores del genoma 
viral (los oncogenes) no son genes virales reales, sino genes celulares que 
captaron los virus tumorales de RNA durante una infección previa. La 
posesión de este gen derivado de la célula parece dotar al virus del poder 
para transformar a las mismas células en las que este gen se encuentra en 
condiciones normales. El hecho de que la secuencia src se halle en todas 
las especies de aves evaluadas sugiere que la secuencia se ha conservado 
durante la evolución de las aves y, por consiguiente, se presupone que 
regula alguna actividad básica de las células normales. En un estudio 
posterior se encontró que el DNAc.,,.. se une con el DNA de todos los 
vertebrados, incluidos los mamíferos, pero no con el DNA de erizos 
marinos, moscas de la fruta o bacterias. Con base en estos resultados, se 
pudo concluir que el gen src no sólo se encuentra en el RNA del genoma 
del ASV y el genoma de las células de pollo a las que puede infectar, sino 
que también existe un gen homólogo en el DNA de los vertebrados con 
relaciones distantes, lo cual sugiere que tiene alguna función crucial en 
las células de todos los vertebrados.” 

Estos hallazgos dieron origen a muchas preguntas; las principales 
fueron las siguientes: 1) ¿cuál es la función del producto del gen src? y 
2) ¿De qué manera la presencia del gen viral src (conocido como v-src) 
altera el comportamiento de una célula normal que ya tiene una copia 
del gen celular (conocido como c-src)? 

Ray Erikson et al. de la Colorado University fueron los primeros 
en identificar el producto del gen src mediante dos procedimientos 
independientes: 1) precipitación de la proteína de extractos de células 
transformadas por anticuerpos preparados a partir de animales infec- 
tados con RSV y 2) síntesis de la proteína con un sistema de síntesis 
proteínica libre de células con el gen viral como plantilla. Con estos 
procedimientos se descubrió que el producto del gen src es una pro- 
teína de 60000 dáltones a la que llamaron pp60*.* Cuando se incubó 
pp60** con [*PJATP, los grupos fosfato radiactivos se transfirieron a 
las cadenas pesadas de las moléculas de anticuerpo (IgG) relacionadas 
que se emplearon en la precipitación inmunitaria. Este descubrimiento 
sugirió que el gen src codifica una enzima que tiene actividad de proteí- 
na cinasa.? Cuando las células infectadas con ASV se fijaron, cortaron 
e incubaron con anticuerpos marcados con ferritina contra pp60*, se 
encontró que los anticuerpos se localizaban en la superficie interna de 
la membrana plasmática, lo que sugiere una concentración del producto 
del gen src en esta parte de la célula (fig. 3). 

Estos fueron los primeros estudios en descubrir la función de un 
oncogén. Una proteína cinasa es el tipo de producto génico del que pu- 
diera esperarse que tuviera actividad transformadora potencial porque 
puede regular las actividades de muchas otras proteínas, cada una de las 
cuales podría tener una función crucial en una u otra actividad relaciona- 
da con el crecimiento celular. El análisis adicional de la función del pro- 
ducto del gen src condujo a un hallazgo inesperado. A diferencia de todas 
las otras proteínas cinasas cuya función se había estudiado, pp60* trans- 
fería grupos fosfato a residuos de tirosina en la proteína sustrato, y no a 
residuos de serina o treonina.” La existencia de residuos de tirosina fos- 
forilados había escapado a la detección previa porque los residuos fosfo- 
rilados de serina y treonina son unas 3000 veces más abundantes en las 
células que la fosfotirosina, y porque los residuos de fosfotreonina y fos- 
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FIGURA 3 Micrografía electrónica de un corte a través de un par de fi- 
broblastos adyacentes que se habían tratado con anticuerpos marcados 
con ferritina contra la proteína pp60*". La proteína se localiza (como lo 
muestran los gránulos densos de ferritina) en la membrana plasmática 
de la célula y se concentra sobre todo en los sitios con uniones comuni- 
cantes. (Tomana DE Marx C. WILLINGHAM, GILBERT Jay E Ira Pas- 
TAN, CELL 18:128, 1979, CON AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 


fotirosina son difíciles de separar uno del otro mediante procedimientos 
electroforéticos tradicionales. No sólo el producto del gen viral sre (v=src) 
codifica una proteína tirosina cinasa; lo mismo hace c-s7c, la versión ce- 
lular del gen. Sin embargo, el número de residuos fosforilados de tiro- 
sina en las proteínas de las células transformadas por RSV era cerca de 
ocho veces mayor que en las células control. Este descubrimiento sugirió 
que la versión viral del gen puede inducir la transformación porque tiene 
un nivel más alto de actividad que la versión celular. 

Los resultados del estudio del RSV proporcionaron evidencia de 
que la mayor actividad del producto de un oncogén puede ser la clave 
para convertir a una célula normal en una maligna. Pronto hubo eviden- 
cia de que el fenotipo maligno también podía inducirse con un oncogén 


que contuviera una secuencia alterada de nucleótido. Robert Weinberg y 
sus colegas del Massachusetts Institute of Technology realizaron un estudio 
clave con la técnica de transfección de DNA. 

Weinberg comenzó los estudios mediante la obtención de 15 líneas 
celulares malignas distintas que derivaron de células de ratón tratadas 
con una sustancia carcinógena. Por lo tanto, estas células se habían tor- 
nado malignas sin exponerlas a los virus. Se extrajo el DNA de cada una 
de estas líneas celulares y se utilizó para transfectar un tipo de fibroblasto 
de ratón no maligno llamado NIH3T3. Las células NIH3T3 se selec- 
cionaron para estos experimentos porque captan el DNA exógeno con 
gran eficiencia y se transforman con facilidad en células malignas en cul- 
tivo. Después de la transfección con DNA de las células tumorales, los 
fibroblastos se cultivan in vitro y se valoran en busca de cúmulos (focos) 
que contengan células transformadas por el DNA agregado. De las 15 
líneas celulares probadas, cinco produjeron DNA que transformarían a 
las células NIH3T3 receptoras. El DNA de las células normales no tenía 
esta capacidad. Estos resultados demostraron que las sustancias carcinó- 
genas causaban alteraciones en las secuencias de nucleótidos de los genes 
que conferían a los genes alterados la capacidad de transformar a otras 
células. Por lo tanto, los genes celulares podían convertirse en oncogenes 
de dos formas distintas: como resultado de incorporarse en el genoma de 
un virus o mediante la alteración con sustancias carcinógenas. 

Hasta este momento, todos los estudios con genes causantes de 
cáncer se han realizado en ratones, pollos u otros organismos cuyas cé- 
lulas son muy sensibles a la transformación. En 1981, la atención se 
desvió hacia el cáncer humano cuando se demostró que el DNA aislado 
de células tumorales humanas podía transformar las células NIH3T3 de 
ratón después de la transfección.* De 26 distintos tumores humanos 
que se probaron en este estudio, dos proporcionaron DNA capaz de 
transformar los fibroblastos de ratón. En ambos casos, el DNA se había 
extraído de líneas celulares tomadas de un carcinoma vesical (identifi- 
cadas como EJ y J82). Se hicieron grandes esfuerzos para establecer si 
los genes provenían de un virus tumoral, pero no se detectó evidencia 
de DNA viral en estas células. Tales resultados suministraron la primera 
evidencia de que algunas células humanas contienen un oncogén acti- 
vado que puede transmitirse a otras células e inducir su transformación. 

El descubrimiento de que el cáncer puede transmitirse de una cé- 
lula a otra por fragmentos de DNA estableció la base para determinar 
qué genes de una célula causan la transformación maligna cuando se 
activan mediante una mutación u otro mecanismo. Para efectuar esta 
identificación fue necesario aislar el DNA que captan las células e in- 
ducen su transformación. Una vez que se aisló el DNA ajeno causante 
de la transformación, pudo analizarse en busca de la presencia de los 
alelos causantes del cáncer. En 1982, con una diferencia de dos meses 
entre cada uno, tres laboratorios distintos informaron el aislamiento y 
clonación de un gen no identificado de las células del carcinoma vesical 
humano que podía transformar los fibroblastos NIH3T3 de ratón. 1+6 

Luego de aislar y clonar el gen transformador del cáncer vesical 
humano, el siguiente paso era determinar si ese gen tenía alguna rela- 
ción con los oncogenes portados por los virus tumorales de RNA. Una 
vez más, con dos meses de diferencia entre cada uno, se publicaron tres 
documentos de distintos laboratorios que notificaban resultados simila- 
res. 1% Los tres mostraban que el oncogén de los carcinomas vesicales 
humanos que transforman las células NIH3T'3 es el mismo oncogén 
(llamado ras) que porta el virus del sarcoma de Harvey, un virus tumoral 
de rata de RNA. Las comparaciones preliminares de las dos versio- 
nes de ras, la versión viral y su homólogo celular, no mostraron diferen- 
cia alguna, lo que indica que los dos genes son muy similares o idénticos. 
Tales descubrimientos indicaron que los diferentes tipos de cáncer que 
se desarrollan de manera espontánea en la población humana se deben 
a una alteración genética similar a los cambios en las células que se 
habían transformado por efecto viral en el laboratorio. Es importante 
señalar que los tipos de cáncer inducidos por el virus del sarcoma de 
Harvey (sarcomas y eritroleucemias) son muy distintos a los de tumores 
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vesicales, que poseen un origen epitelial. Esta fue la primera indicación 
de que las alteraciones en el mismo gen humano (RAS) puede propiciar 
una gran variedad de tumores distintos. 

Para finales de 1982, tres documentos adicionales de diversos la- 
boratorios comunicaron cambios precisos en el gen RAS humano que 
inducen la activación de un oncogén.2-? Una vez que se identificó la 
sección del gran fragmento de DNA causante de la transformación, el 
análisis de la secuencia de nucleótidos señaló que el DNA de las células 
vesicales malignas se activa como resultado de una sola sustitución de 
base dentro de la región codificadora del gen. Un hecho notable es que 
ambos carcinomas vesicales humanos estudiados (identificados como 
EJ y T24) contienen DNA con la misma alteración: un nucleótido con 
guanina en un sitio específico en el DNA de un protooncogén se había 
convertido en una timidina en el oncogén activado. Esta sustitución de 
base produce la reposición de una valina por una glicina como el duodé- 
cimo residuo de aminoácido del polipéptido. 

La identificación de la secuencia de nucleótidos del gen v-ras que 
porta el virus del sarcoma Harvey reveló una alteración en la secuen- 
cia de bases que afectaba justo al mismo codón que se modificaba en 
el DNA de los carcinomas vesicales humanos. El cambio del gen viral 
sustituye una arginina por la glicina normal. Parecía que este residuo 
particular de glicina mostraba una participación crítica en la estructura y 
función de esta proteína. Es interesante señalar que el gen RAS humano 
es un protooncogén que, como SRC, puede activarse mediante la unión 
con un promotor viral. Por lo tanto, RAS puede activarse para inducir la 
transformación por dos vías diferentes: un aumento de su expresión o 
una alteración de la secuencia de aminoácidos de su polipéptido habitual. 

La investigación descrita en esta vía experimental representó un 
gran salto hacia la comprensión de la base genética de la transformación 
maligna. Gran parte de la investigación inicial de los virus tumorales de 
RNA derivó de la creencia de que estos agentes pueden ser una causa 
importante en el desarrollo del cáncer humano. La búsqueda de virus 
como causa de cáncer condujo al descubrimiento del oncogén, lo cual 
dio lugar al conocimiento de que éste es una secuencia celular que ad- 
quiere el virus, lo que al final llevó al descubrimiento de que el oncogén 
puede provocar cáncer sin la participación del genoma vírico. Por lo tan- 
to, los virus tumorales, que no intervienen de manera directa en la mayor 
parte de los cánceres humanos, han proporcionado la ventana necesaria 
por la que puede verse la propia herencia en busca de información que 
puede conducir a la propia ruina. 
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SINOPSIS 


El cáncer es una enfermedad que incluye defectos heredables en 
los mecanismos de control celular que conducen a la formación 
de tumores invasivos capaces de liberar células que diseminan la 
enfermedad a sitios distantes del cuerpo. Muchas de las carac- 
terísticas de las células tumorales pueden observarse en cultivo. 
En tanto que las células normales proliferan hasta que forman una 
sola capa (monocapa) sobre el fondo de la caja de cultivo, las células 
cancerosas continúan su crecimiento en cultivo y se acumulan unas 
sobre otras para formar cúmulos. Otras características que a menudo 
muestran las células cancerosas incluyen un número anormal de cro- 
mosomas, capacidad para continuar su división en forma indefinida, 
dependencia de la glucólisis y la falta de capacidad de respuesta a las 
células vecinas (pág. 650). 


Las células normales pueden convertirse en células cancerosas 
mediante el tratamiento con una gran variedad de sustancias, 
radiación ionizante y diversos virus que contienen DNA y RNA; 
todos estos agentes actúan mediante la inducción de cambios en 
el genoma de la célula transformada. El análisis de las células de un 
tumor canceroso casi siempre muestra que las células provienen del 
crecimiento de una sola célula (se dice que el tumor es monoclonal). 
El desarrollo de un tumor maligno es un proceso de múltiples pasos 
caracterizado por una progresión de alteraciones genéticas que redu- 
cen cada vez más la capacidad de respuesta de la célula a la maquina- 
ria reguladora normal del cuerpo e incrementan la de invadir tejidos 
normales. Los genes participantes en la carcinogénesis constituyen 
un subgrupo específico del genoma cuyos productos intervienen en 
actividades como el control del ciclo celular, adhesión intercelular y 
reparación de DNA. El nivel de expresión de genes particulares en 
distintos tipos de cánceres puede identificarse mediante microma- 
trices de DNA. Además de la alteración genética, el crecimiento de 
las células tumorales también depende de influencias no genéticas y 
epigenéticas que permiten a la célula expresar su fenotipo maligno 


(pág. 653). 


Los genes que intervienen en la carcinogénesis se dividen en dos 
grandes categorías: genes supresores tumorales y oncogenes. Los 
genes supresores tumorales codifican proteínas que limitan el creci- 
miento celular e impiden que la célula se vuelva maligna. Los genes 


supresores tumorales actúan en forma recesiva porque deben elimi- 
narse o mutarse ambas copias antes de perder su función protectora. 
Por el contrario, los oncogenes codifican proteínas que fomentan la 
pérdida del control de crecimiento y la malignidad. Los oncogenes 
provienen de los protooncogenes, genes que codifican proteínas que 
participan en las actividades normales de la célula. Las mutaciones 
que alteran la proteína o su expresión hacen que los protooncogenes 
actúen de manera anormal y promueven el desarrollo de un tumor. 
Los oncogenes actúan de manera dominante, esto es, que una sola 
copia hace que la célula exprese el fenotipo alterado. La mayor parte 
de los tumores contiene alteraciones en los genes supresores tumo- 
rales y los oncogenes. Mientras la célula conserve al menos una copia 
de todos estos genes supresores tumorales, debe estar protegida con- 
tra las consecuencias de la aparición de un oncogén. Por el contrario, 
la pérdida de una función supresora tumoral no debe ser suficiente 
por sí sola para que la célula se torne maligna (pág. 656). 


El primer gen supresor tumoral que se identificó fue RB, causante 
de un raro tumor retiniano llamado retinoblastoma, muy frecuen- 
te en ciertas familias aunque también puede aparecer de manera 
esporádica. Los niños con la forma familiar de la enfermedad here- 
dan una copia mutada del gen. Estas personas desarrollan el cáncer 
sólo después de un daño esporádico en el segundo alelo en una de 
las células de la retina. RB codifica una proteína llamada pRB que 
participa en la regulación del paso de una célula de la etapa G; a la 
S en el ciclo celular. La forma no fosforilada de pRB interactúa con 
ciertos factores de transcripción y previene que éstos se unan con el 
DNA para activar los genes necesarios para ciertas actividades de la 
fase S. Una vez que pRB se fosforila, la proteína libera su factor de 
transcripción unido, que entonces puede activar la expresión génica 


e iniciar la fase S (pág. 658). 


El gen supresor tumoral referido con mayor frecuencia en el cán- 
cer humano es TP53, cuyo producto (p53) es capaz de suprimir la 
aparición de cáncer por varios mecanismos distintos. En una de 
sus acciones, p53 funciona como factor de transcripción que activa 
la expresión de una proteína (p21) que inhibe la cinasa dependiente 
de ciclina que hace avanzar a la célula por el ciclo celular. El daño 


en el DNA inicia la fosforilación y estabilización de p53, lo que 


conduce a la detención del ciclo celular hasta que se repara el daño. 
p53 también puede redirigir a las células que están en camino de la 
transformación maligna para que se desvíen a una vía alterna que las 
conduzca a la apoptosis o la senectud. Los ratones con eliminación 
de TP53 empiezan a desarrollar tumores varias semanas después de 
nacer. Otros genes supresores tumorales incluyen 4PC, que al mutar 
predispone al individuo a desarrollar cáncer colónico, y BRCA1 y 
BRCA2 que al mutar tornan proclive al sujeto al cáncer mamario 


(pág. 660). 


La mayor parte de los oncogenes conocidos deriva de protoonco- 
genes que tienen alguna función en las vías que transmiten seña- 
les de crecimiento del ambiente extracelular al interior de la célu- 
la, sobre todo el núcleo celular. Se han identificado varios oncoge- 
nes que codifican receptores para factores de crecimiento, incluidos 
los receptores para el factor de crecimiento derivado de las plaquetas 
(PDGF) y para el factor de crecimiento epidérmico (EGF). Es po- 
sible que las células malignas contengan una cantidad mucho ma- 
yor de alguno de estos receptores para factores de crecimiento en 
la membrana plasmática en comparación con las células normales. 
El exceso de receptores, tornan a la célula sensible a concentracio- 
nes menores del factor de crecimiento y por tanto se estimulan para 
dividirse en condiciones que no influirían en las células normales. 
Varias proteínas cinasas citoplásmicas, incluidas las cinasas de se- 
rina/treonina y las de tirosina, se incluyen en la lista de oncogenes. 
En este grupo se incluye RAF que codifica una proteína cinasa en 
la cascada de cinasa de MAP. Las mutaciones en RAS se encuen- 
tran entre los oncogenes más frecuentes en los diferentes tipos de 
cáncer en humanos. Como se explica en el capítulo 15, Ras activa la 
función de proteína cinasa de Raf. Si Raf permanece en su estado 
activado, emite señales continuas por la vía de la cinasa de MAP, lo 
que conduce a la estimulación continua de la proliferación celular. 
Varios oncogenes, como MYC, codifican proteínas que actúan como 
factores de transcripción. En condiciones normales, Myc es una de 
las primeras proteínas en aparecer cuando se estimula a una célula 
para reingresar al ciclo celular a partir de la fase G, quiescente. Otro 
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grupo de oncogenes, como BCL-2, codifica proteínas que intervie- 
nen en la apoptosis. La expresión excesiva del gen BCL-2 suprime 
la apoptosis en los tejidos linfoides, lo que permite que las células 
anormales proliferen hasta formar tumores linfoides (pág. 664). 


Los genes que codifican proteínas participantes en la reparación 
del DNA también intervienen en la carcinogénesis. El genoma 
de los sujetos con la forma hereditaria más frecuente de cáncer de 
colon, llamado cáncer colónico hereditario no poliposo (HNPCO), 
contiene secuencias microsatélite con un número anormal de nu- 
cleótidos. Los cambios en la longitud de una secuencia microsatéli- 
te surgen como un error durante la replicación, que en condiciones 
normales reconocen las enzimas de reparación de discrepancias, lo 
que sugiere que los defectos en tales sistemas pueden ser causantes 
del cáncer. Esta conclusión se apoya con los hallazgos de que los 
extractos de las células tumorales de HNPCC muestran deficiencias 
en la reparación del DNA. Se esperaría que las células que contienen 
tales deficiencias presentaran un nivel muy alto de mutación en los 
genes supresores tumorales y oncogenes que conducen a un riesgo 
mucho mayor de malignidad. Determinados microRNA también se 
han implicado como oncogenes (o supresores tumorales) (pág. 667). 


En la actualidad, el cáncer se trata con cirugía, quimioterapia y ra- 
diación. Existen varias terapias en prueba. Pueden mencionarse la 
inmunoterapia, terapia génica, inhibidores de proteínas codificadas 
por oncogenes e inhibición de angiogénesis. Hasta ahora, el mayor 
éxito se ha obtenido con el desarrollo de un inhibidor de la cinasa 
de Abl en pacientes con leucemia mielógena crónica. Un segundo 
éxito es el desarrollo de anticuerpos humanizados que se unen con 
una proteína en la superficie de los linfocitos B malignos en casos de 
linfoma no Hodgkin. Los tratamientos contra la angiogénesis inten- 
tan evitar que un tumor sólido induzca la formación de los nuevos 
vasos sanguíneos necesarios para llevar a las células neoplásicas nu- 
trimentos y otros materiales. Se han identificado varios agentes que 
bloquean la angiogénesis en ratones pero han tenido poco éxito en 


pruebas clínicas (pág. 671). 
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os organismos vivos son el hábitat ideal en el que pueden crecer otros 

organismos. Por lo tanto, no es sorprendente que los animales estén su- 

jetos a infecciones por virus, bacterias, protistas, hongos y parásitos ani- 
males. Los vertebrados desarrollaron varios mecanismos que les permiten reconocer 
y destruir estos agentes infecciosos. Como resultado, los vertebrados son capaces de 
desarrollar inmunidad contra los patógenos invasores. La inmunidad deriva de las 
actividades combinadas de muchas células diferentes, algunas de las cuales vigilan el 
cuerpo mientras que otras se concentran en órganos linfoides, como la médula ósea, 
timo, bazo y ganglios linfáticos (fig. 17-1). En conjunto, estas células dispersas y órga- 
nos discretos forman el sistema inmunitario del cuerpo. 

Las células del sistema inmunitario participan en un tipo de detección molecular 
mediante el cual reconocen macromoléculas “extrañas”, es decir, aquellas cuya estructu- 
ra es diferente a la de las macromoléculas normales del cuerpo. Si se identifica material 
extraño, el sistema inmunitario establece un ataque específico y concertado contra 
éste. Las armas del sistema inmunitario incluyen 1) células que destruyen o ingieren a 


Los linfocitos T son células del sistema inmunitario que se activan cuando entran en contacto con célu- 
las (llamadas APC) que presentan péptidos ajenos en su superficie. Esta imagen muestra una célula T 
que experimentó su primera división celular después de su relación con una APC. La célula en división 
se tiñó para dos proteínas distintas, una se ve roja y la otra verde. Es evidente que las dos proteínas se 
distribuyen en células hijas diferentes. La evidencia de este estudio sugiere que estas dos células tienen 
destinos distintos, una se convierte en una célula efectora de vida corta que realiza una respuesta de 
células T especificas y la otra se convierte en una célula de memoria que permanecerá latente hasta más 
tarde, cuando se reactive por el contacto ulterior con el antígeno. En un aspecto más general, esta ima- 
gen demuestra que no todas las divisiones celulares producen células hijas idénticas y que el proceso de 
división celular es un medio por el cual pueden generarse células con destinos distintos. (TOMADA DE 
Jonn T. CHANG ET AL., POR CORTESÍA DE STEVEN L. REINER, Science 315:1690, 2007. 

O CoPYRIGHT 2007, AMERICAN ASSOCIATION FOR THE ÁDVANCEMENT OF SCIENCE.) 
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FIGURA 17-1 El sistema inmunitario humano incluye varios órganos 
linfoides, como el timo, médula ósea, bazo, ganglios linfáticos y células 
dispersas como parches en el intestino delgado, adenoides y amígdalas. El 
timo y la médula ósea a menudo se describen como el sistema inmunita- 
rio central por sus funciones clave en la diferenciación de los linfocitos. 


células infectadas o alteradas y 2) proteínas solubles que pueden 
neutralizar, inmovilizar, aglutinar o aniquilar a los patógenos. 
A su vez, todo el tiempo los patógenos desarrollan mecanismos 
para evitar la destrucción inmunitaria. El hecho de que los seres 
humanos sufran diversas enfermedades infecciosas crónicas, 
como el sida (causado por un virus), tuberculosis (causada por 
una bacteria) y paludismo (causado por un protozoario) ilustra 
que el sistema inmunitario no siempre tiene éxito para combatir 
estos patógenos microscópicos. Dicho sistema también participa 
en la lucha del cuerpo contra el cáncer, pero el grado en el que el 
sistema puede reconocer y matar a las células cancerosas aún es 
motivo de controversia; en algunos casos, puede establecer una 
respuesta inapropiada que ataca a los propios tejidos del cuerpo. 
Como se explica en la sección Perspectiva humana de la página 
707, estos incidentes pueden precipitar una enfermedad grave. 
Es imposible abarcar todo el tema de la inmunidad en un 
solo capítulo. Este capítulo se enfoca en varios aspectos se- 
leccionados que ilustran los principios de la biología celular y 
molecular explicados en capítulos previos. Sin embargo, antes es 
necesario examinar los fenómenos básicos de la respuesta cor- 
poral ante la presencia de un microbio intruso.! Mi 


17.1 REVISIÓN DE LA RESPUESTA 
INMUNITARIA 


La superficie externa del cuerpo y los recubrimientos de sus 
trayectos internos establecen una excelente barrera contra la 
penetración de virus, bacterias y parásitos. Si se rompen estas 
barreras superficiales, se inicia una serie de respuestas inmuni- 
tarias que intentan contener y luego matar a los invasores. Tales 
respuestas pueden dividirse en dos categorías generales: innatas 
y adaptativas (o adquiridas). Ambas dependen de la capacidad 
del cuerpo para distinguir entre los materiales que deben estar 
ahí (esto es, “nativos”) y los que no deben (es decir, “ajenos”. 
También se pueden diferenciar dos categorías de patógenos: los 
que se encuentran sobre todo dentro de una célula hospedado- 
ra (todos los virus, algunas bacterias y ciertos parásitos proto- 
zoarios) y los que se hallan principalmente en compartimientos 
extracelulares del hospedador (la mayor parte de las bacterias y 
otros patógenos celulares). Han evolucionado distintos tipos de 
mecanismos inmunitarios para combatir estas dos clases de in- 
fecciones, y en la figura 17-2 se muestran algunos de ellos. 


1 Antes de iniciar el estudio del sistema inmunitario, vale la pena recordar 

que muchos animales son capaces de defenderse contra las infecciones virales 
sintetizando siRNA que guían la destrucción de RNA bicatenarios virales. 
Aunque las células de los vertebrados tienen la maquinaria necesaria para la 
interferencia de RNA (RNAi) (en virtud de que producen miRNA) y pueden 
utilizar dsRNA pequeños proporcionados por los investigadores para destruir los 
genomas virales (como se expone en la sección Perspectiva humana del capítulo 
11), la mayor parte de los estudios sugiere que los vertebrados no usan siRNA 
como mecanismo de defensa antiviral. En general, se cree que la evolución de un 
sistema inmunitario muy eficaz en los vertebrados primitivos condujo al abandono 
de la RNAi como arma importante en el combate continuo contra los virus. 
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FIGURA 17-2 Revisión de algunos mecanismos por los cuales el sis- 
tema inmunitario elimina del cuerpo a los patógenos invasores. El 
panel izquierdo muestra varios tipos de inmunidad innata: (4), fagoci- 
tosis de una célula bacteriana; (4), destrucción de una célula bacteriana 
por el complemento; (c), apoptosis inducida en una célula infectada por 
un linfocito citolítico natural (NK); y (d), inducción de resistencia vi- 
ral por el interferón a (IFN-a). El panel derecho muestra varios tipos 
de inmunidad adaptativa: (e), neutralización de una toxina bacteriana 
mediante un anticuerpo; ( f), célula bacteriana cubierta con anticuerpos 


Respuestas inmunitarias innatas 


Las respuestas inmunitarias innatas son las que establece el cuer- 
po de inmediato, sin necesidad de un contacto previo con el mi- 
crobio. Por lo tanto, confieren una primera línea de defensa. Un 
microbio invasor casi siempre establece el contacto inicial con el 
sistema inmunitario innato cuando lo encuentra una célula fago- 
cítica, como un macrófago o una célula dendrítica (fig. 17-10), 
cuya función es reconocer los objetos extraños y activar la alarma 
apropiada. Estos fagocitos tienen diversas proteínas receptoras 
en su superficie que reconocen ciertos tipos de macromoléculas 
muy conservadas con funciones esenciales en virus o bacterias, 
pero que no producen las células del cuerpo. Ya se han identifi- 
cado varios de estos receptores de reconocimiento de patrón (PRR, 
pattern recognition receptors), los más importantes son los recep- 
tores tipo toll (TLR). El descubrimiento de los TLR se logró 
mediante una serie interesante e inesperada de eventos. 

La mosca de la fruta Drosophila melanogaster es bien cono- 
cida por su estatus icónico en el campo de la genética, y también 
por contribuciones clave al estudio del desarrollo y la neurobio- 
logía. Pero, como invertebrado, Drosophila no se habría conside- 
rado un organismo probable para realizar en ella un descubri- 
miento de importancia acerca del funcionamiento del sistema 
inmunitario humano. Con todo, en 1996 un grupo de investiga- 
dores en Francia identificó una mosca de la fruta mutante que 
era muy susceptible a infecciones micóticas, como es evidente en 
la fotografía de la figura 17-3. La mosca que ahí se ilustra care- 
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(opsonizada), lo que la torna susceptible a la fagocitosis o muerte indu- 
cida por el complemento; y (g), apoptosis inducida en una célula infectada 
por un linfocito T activado (célula T). Las respuestas inmunitarias 
adaptativas y adquiridas están vinculadas entre sí (flecha verde) porque 
las células, como los macrófagos, que fagocitan a los patógenos utili- 
zan las proteínas ajenas para estimular la producción de anticuerpos 
específicos y linfocitos T dirigidos contra el patógeno. Los linfocitos 
NK también producen sustancias, por ejemplo IFN y, que influyen en la 
respuesta de los linfocitos T. 


ce de una proteína llamada toll, que se había identificado antes 
como necesaria para el desarrollo de la polaridad dorsoventral 
(“de arriba abajo”) del embrión de la mosca. De hecho, “toll” es 


FIGURA 17-3 Micrografía electrónica de barrido de una mosca de la 
fruta mutante que murió por infección micótica. El cuerpo está cu- 
bierto de hifas fungales en germinación. Esta mosca era susceptible a las 
infecciones porque carecía de un gen funcional tipo tol/. (TOMADA DE 
Bruno LEMAITRE ET AL., CELL 86:978, 1996; CON AUTORIZACIÓN 
DE CELL PRESS, CORTESÍA DE JuLes A. HOFFMANN.) 


una palabra del eslang alemán que significa “extraño” o “capri- 
choso”, lo cual describe el aspecto embrollado de los embriones 
de mosca que carecen de un gen tol! funcional. Resultó que toll 
tiene una función doble en estos animales, como director de la 
polaridad embrionaria y como factor que promueve la inmuni- 
dad contra infecciones. Este descubrimiento llevó a los investi- 
gadores a buscar proteínas semejantes, o sea receptores tipo tol! 
(TLR) en otros organismos. Como ocurre, los humanos expre- 
san al menos 10 TLR funcionales, todos los cuales son proteí- 
nas transmembrana presentes en las superficies (o dentro de las 
membranas endosómicas/lisosómicas) de muchos tipos distintos 
de células. En la familia de TLR humanos existen receptores que 
reconocen componentes lipopolisacáridos o peptidoglucanos de 
la pared celular bacteriana, la proteína flagelina que se encuentra 
en los flagelos bacterianos y los dinucleótidos CpG no metilados 
(característicos del DNA bacteriano). La figura 17-4 muestra un 
modelo de un TLR unido con su ligando RNA bicatenario. 

La activación de un TLR por una de estas moléculas de- 
rivadas de patógeno inicia una cascada de señalización en la 
célula que puede conducir a diversas reacciones inmunitarias 
protectoras, incluida la activación de células del sistema inmu- 
nitario adaptativo (representado por la flecha verde horizontal 
en la figura 17-2). Por esta razón, varias compañías farmacéuti- 
cas trabajan con fármacos que estimulan TLR con el objetivo de 
promover la reacción del organismo contra infecciones tenaces, 


FIGURA 17-4 Modelo de un receptor tipo zoll (TLR3) unido con una 
molécula de RNA bicatenaria (dsRNA). Los dominios extracelulares 
para unión con ligando de los TLR contienen una superficie curva am- 
plia compuesta sobre todo por repeticiones ricas en leucina que brindan 
flexibilidad en la unión con el ligando. El ligando dsRNA (doble hélice 
azul y naranja) se une con un dímero de TLR cuyos dominios trans- 
membrana y citoplásmico están en contacto estrecho, como se muestra 
en este modelo. El complejo está “listo” para enviar una señal intracelular 
que alerte a la célula sobre la presencia de una molécula de ácido nuclei- 
co extraño. (TOMADA DE Lin LIU ET AL., POR CORTESÍA DE DaviD R. 
Davies, Science 320:381, 2008; O copYRIGHT 2008, AMERICAN Asso- 
CIATION FOR THE ADVANCEMENT OF SCIENCE.) 
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como la causada por el virus de la hepatitis C. El imiquimod 
fue aprobado en 1997 y se prescribe contra varios trastornos cu- 
táneos incluidos verrugas genitales; más tarde se descubrió que 
actúa estimulando un TLR. 

Las respuestas innatas a los patógenos invasores casi siem- 
pre se acompañan de un proceso de inflamación en el sitio de 
infección, donde ciertas células y proteínas plasmáticas salen de 
los vasos sanguíneos y entran a los tejidos afectados (pág. 247). 
Estos fenómenos se acompañan de eritema local, hinchazón y 
fiebre. La inflamación es un medio para concentrar los recursos 
defensivos del cuerpo en el sitio necesario; en esta etapa, las célu- 
las fagocíticas migran hacia el sitio de infección como respuesta 
a sustancias (quimioatrayentes) liberados en el sitio (pág. 369). 
Una vez ahí, las células reconocen, atrapan y destruyen al patóge- 
no (fig. 17-2a). La inflamación es un arma de dos filos. Aunque 
protege al organismo contra patógenos invasores, si no termina 
de manera oportuna puede dañar los tejidos normales del cuerpo 
y causar enfermedad crónica. La regulación de la inflamación es 
un proceso complejo y mal comprendido que implica un equili- 
brio entre actividades proinflamatorias y antiinflamatorias. 

Varios otros mecanismos también están encaminados a 
atacar patógenos extracelulares. Tanto células epiteliales como 
linfocitos secretan una variedad de péptidos antimicrobianos, 
llamados defensinas, que son capaces de unirse a virus, bacterias u 
hongos y causar su destrucción. La sangre también contiene un 
grupo de proteínas solubles llamadas complemento que se unen 
con los patógenos extracelulares, lo que precipita su destrucción. 
En una de las vías del complemento, un ensamble activado de es- 
tas proteínas perfora la membrana plasmática de una célula bac- 
teriana, lo que conduce a la lisis y muerte celulares (fig. 17-20). 

Las reacciones innatas contra los patógenos intracelulares, 
como los virus, se dirigen sobre todo contra células que ya están 
infectadas. Las células infectadas con ciertos virus se reconocen 
por un tipo de linfocito inespecífico llamado linfocito citolíti- 
co natural (NK). Como su nombre indica, estos NK producen 
la muerte de la célula infectada (fig. 17-2c); inducen a la célula 
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FIGURA 17-5 Inmunidad innata. Micrografía electrónica de barrido de 
un linfocito citolítico natural unido con la célula blanco, en este caso es 
una célula maligna de eritroleucemia. Los linfocitos NK destruyen sus 
blancos mediante el mismo mecanismo descrito para los linfocitos T 
citotóxicos en la página 692. (Por CORTESÍA DE GIUSEPPE ARANCIA, 
DEPARTAMENTO DE ULTRAESTRUCTURAS, INSTITUTO SUPERIORE DI 
SanrTÁ, Roma. Tomana DE BLooD Criss 17:165, 1991.) 
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infectada a dirigirse a la apoptosis (pág. 642); también aniquilan 
ciertos tipos de células cancerosas in vitro (fig. 17-5) y es po- 
sible que representen un mecanismo para destruir tales células 
antes de formar un tumor. Las células normales (no infectadas y 
no malignas) tienen moléculas superficiales que las protegen del 
ataque de las células NK. 

Otro tipo de respuesta antiviral innata se inicia dentro de la 
misma célula infectada. Las células infectadas por virus produ- 
cen proteínas llamadas ¡nterferones tipo 1 (IFN-a e IFN-B) que 
se secreten hacia el espacio extracelular, donde se unen con la 
superficie de células no infectadas que las vuelven resistentes a 
la infección subsiguiente (fig. 17-24). Los interferones cumplen 
esta tarea por varios medios, incluida la activación de una vía de 
transducción de señal que produce fosforilación y desactivación 
consecuente del factor de traducción el F2 (pág. 462). Las células 
que tienen esta respuesta no pueden sintetizar las proteínas vira- 
les necesarias para la replicación viral. El IFN-ß también induce 
la síntesis de microRNA celulares dirigidos contra el genoma de 
RNA del virus en cuestión. 

Los sistemas inmunitarios, innato y adaptativo no funcio- 
nan de manera independiente, sino que trabajan en conjunto 
para destruir a los invasores externos. Lo más importante es que 
las mismas células fagocíticas que activan una reacción innata in- 
mediata son las encargadas de precipitar la respuesta inmunitaria 
adaptativa más específica y mucho más lenta. 


Respuestas inmunitarias adaptativas 


A diferencia de las respuestas innatas, las respuestas inmunita- 
rias adaptativas (o adquiridas) requieren un periodo durante 
el cual el sistema inmunitario se prepara para un ataque con- 
tra el agente extraño. A diferencia de las respuestas innatas, las 
adaptativas son muy específicas y pueden discriminar entre dos 
moléculas muy similares. Por ejemplo, la sangre de una persona 
que acaba de recuperarse del sarampión contiene anticuerpos que 
reaccionan contra el virus que causa el sarampión, pero no con 
un virus relacionado, como el que ocasiona la parotiditis. A dife- 
rencia del sistema innato, el adaptativo además tiene “memoria”, 
lo cual casi siempre significa que la persona no sufrirá una rein- 
fección por el mismo patógeno en su vida. 

En tanto que todos los animales tienen algún tipo de inmu- 
nidad innata contra microbios y parásitos, se sabe que sólo los 
vertebrados establecen una reacción adaptativa. Hay dos grandes 
categorías de inmunidad adaptativa: 


E Inmunidad humoral, que se establece mediante anticuerpos 
(fig. 17-2e, f) que son proteínas sanguíneas globulares de la 
superfamilia de la inmunoglobulina (IgSF). 

E Inmunidad mediada por células, que realizan algunas células 
(fig. 17-2g). 


Ambos tipos de inmunidad adaptativa están mediadas por lin- 
focitos, que son leucocitos (glóbulos blancos) nucleados que 
circulan entre la sangre y los órganos linfoides. La inmunidad 
humoral depende de linfocitos B (o células B) que, cuando se 
activan, se diferencian en células que secretan anticuerpos. Estos 
últimos se dirigen sobre todo contra materiales ajenos que se si- 
túan fuera de las células del cuerpo. Tales materiales incluyen los 
componentes proteínicos y polisacáridos de las paredes celulares 
bacterianas, toxinas bacterianas y proteínas de la cubierta vírica. 


Célula cebada 


Célula 
dendrítica 


Basófilo 


Eosinófilo p 
Neutrófilo 


Q 
00900 


Eritrocitos 
Pg 0 dl —> € 
——————— 
Monocito 
Plaquetas Macrófago 


Célula 
progenitora 
ea 


Linfocito T 


-0-0-0- 


Célula Linfocito B Célula 


hematopoyética progenitora lasmática 
pluripotencial linfoide “a ® P 
Médula ósea Linfocito citolítico natural 


FIGURA 17-6 Vías de diferenciación de una célula primordial hema- 
topoyética de la médula ósea. Una célula primordial hematopoyética 
puede dar origen a dos células progenitoras diferentes: una célula proge- 
nitora mieloide que se diferencia en la mayoría de las células sanguíneas 
diversas (p. ej., eritrocitos, basófilos y neutrófilos), macrófagos o células 
dendríticas, o una célula progenitora linfoide que puede diferenciarse en 
cualquiera de los diversos tipos de linfocitos (NK, B o T). Las precurso- 
ras de linfocitos T migran al timo, donde se diferencian en linfocitos T. 
En cambio, los linfocitos B se diferencian en la médula ósea. Las células 
en las varias etapas de diferenciación de células B y T pueden distinguir- 
se por las especies de proteínas que hay en su superficie, los factores de 
transcripción que determinan los genes que se expresan o ambos. 


En algunos casos, los anticuerpos pueden unirse con una toxina 
bacteriana o partícula vírica y previenen la entrada del agente en 
una célula hospedadora (fig. 17-2e). En otros casos, los anticuer- 
pos funcionan como “colgajos moleculares” que se unen con un 
patógeno invasor y lo marcan para su destrucción. En poco tiem- 
po los fagocitos errabundos ingieren a los linfocitos bacterianos 
cubiertos con moléculas de anticuerpo (fig. 17-2f) o los destru- 
yen moléculas de complemento que se encuentran en la sangre. 
Los anticuerpos no son eficaces contra patógenos que se hallen 
dentro de las células y de ahí la necesidad de un segundo tipo 
de sistema de armamento. La inmunidad mediada por células 
la realizan los linfocitos T (o células T) que al activarse pueden 
reconocer y destruir en forma específica a una célula infectada (o 
ajena) (fig. 17-2g). 

Los linfocitos B y T provienen del mismo tipo de célula 
precursora (una célula hematopoyética pluripotencial), pero se se- 
paran por vías distintas en diferentes órganos linfoides. La figura 
17-6 presenta un resumen de las diversas vías de diferenciación 
de la célula hematopoyética pluripotencial. Los linfocitos B se 
diferencian en el hígado fetal o la médula ósea del adulto, mien- 
tras que los linfocitos T lo hacen en el timo, un órgano localizado 
en el tórax que alcanza su mayor tamaño durante la infancia. A 
causa de estas diferencias, la inmunidad mediada por células y la 
humoral pueden disociarse en gran medida. Por ejemplo, es po- 
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sible que los seres humanos sufran una rara enfermedad llamada 
agammaglobulinemia congénita en la que hay deficiencia de an- 
ticuerpos humorales, pero la inmunidad mediada por células se 
conserva normal. 


1. Compare y analice las propiedades generales de las 
reacciones inmunitarias innatas y adaptativas. 

2. Mencione cuatro tipos de respuestas inmunitarias 
innatas. ¿Cuál sería la más eficaz contra un patógeno 
dentro de una célula infectada? 

3. ¿Qué significan los términos inmunidad “humoral” y 
“mediada por células”? 


r r 


17.2 LA TEORIA DE LA SELECCION —Ż—— 
CLONAL APLICADA A LOS LINFOCITOS B 


Si una persona se infecta con un virus o se expone a un material 
extraño, poco después su sangre contiene una elevada concentra- 
ción de anticuerpos capaces de reaccionar contra la sustancia ex- 
traña, que se conoce como antígeno. La mayor parte de los antí- 
genos consiste en proteínas o polisacáridos, pero los lípidos y los 
ácidos nucleicos también pueden tener esta capacidad. ¿Cómo 
puede el cuerpo producir anticuerpos que reaccionan específica- 
mente contra un antígeno al cual se expuso? En otras palabras, 
¿de qué manera un antígeno induce una respuesta inmunitaria 
adaptativa? Durante muchos años se pensó que los antígenos 
instruían de alguna manera a los linfocitos para producir anti- 
cuerpos complementarios. Se sugirió que un antígeno envolvía 
a una molécula de anticuerpo y la moldeaba hasta una forma 
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capaz de combinarse con ese antígeno particular. En este modelo 
“instructivo”, el linfocito sólo obtiene su capacidad para producir 
un anticuerpo específico después de su contacto inicial con el 
antígeno. En 1955, Niels Jerne, un inmunólogo danés, propuso 
un mecanismo muy diferente; sugirió que el cuerpo produce pe- 
queñas cantidades de anticuerpos con estructuras aleatorias en 
ausencia de cualquier antígeno. Como grupo, estos anticuerpos 
serían capaces de combinarse con cualquier tipo de antígeno al 
cual pudiera exponerse la persona algún día. De acuerdo con el 
modelo de Jerne, cuando una persona se expone a un antígeno, 
éste se combina con un anticuerpo específico, el cual de alguna 
manera causa la producción posterior de esa molécula de anti- 
cuerpo particular. Por lo tanto, en el modelo de Jerne el antíge- 
no selecciona los anticuerpos preexistentes capaces de unirse con 
él. En 1957, el inmunólogo australiano F. MacFarlane Burnet 
extendió el concepto de selección antigénica de los anticuerpos 
hasta un modelo completo de formación de anticuerpos. La teo- 
ría de selección clonal de Burnet ganó pronto una gran acepta- 
ción. La figura 17-7 muestra una revisión de los pasos que ocu- 
rren durante la selección clonal de los linfocitos B. Más adelante 
en el capítulo se presenta una descripción más detallada de estos 
fenómenos. La selección clonal de las células T se describe en la 
sección siguiente. Las principales características de la selección 
clonal de los linfocitos B son las siguientes: 


1. Cada célula B se compromete a producir una especie de anti- 
cuerpo. Los linfocitos B surgen de una población de células 
progenitoras no diferenciadas e indistinguibles. Conforme se 
diferencian, se comprometen como resultado de reordena- 
miento del DNA (fig. 17-18) para producir sólo una espe- 
cie de molécula de anticuerpo (fig. 17-7, paso 1). Hay miles 
de distintos reordenamientos de DNA posibles, por lo que 
los distintos linfocitos B producen diferentes moléculas de 
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FIGURA 17-7 Selección clonal de los linfocitos B por un antígeno independiente del timo. Los pasos se describen en la figura y también en el texto. 
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anticuerpo. En consecuencia, aunque en el microscopio los 
linfocitos B maduros parecen idénticos, pueden distinguirse 
por los anticuerpos que producen. 


2. Los linfocitos B se comprometen con la formación de anticuerpo 
en ausencia de antígeno. Todo el repertorio de células produc- 
toras de anticuerpos que tendrá una persona en toda su vida 
ya existe en los tejidos linfoides antes de la estimulación por 
un antígeno y es independiente de la presencia de materiales 
extraños. Cada célula B presenta su anticuerpo particular en 
su superficie, con la porción que reacciona con el antígeno 
dirigida hacia afuera. Como resultado, la célula está cubierta 
con receptores para antígenos que pueden unirse de manera 
específica con antígenos con una estructura complementaria. 


Bazo 


Z 


AN 


D/ 


o| 


Preparar células esplénicas 


Suspensión A... B 


Cuenta con 
antígeno A unido 
en forma covalente 


Célula esplénica — 
unida con cuenta 


Células espléni o79 

élulas esplénicas 

e que no se unieron Y «00 
con cuentas de (Y @ O 


antígeno A ( D y 
o0 


Célula esplénica 
que se unió con 
la cuenta de 


Célula antígeno A 
unida (ey 
o 


Cuentas unidas 
con antígenos B 


Célula unida 


| Cuentas con antígeno A AN 
O 
y (969 
ao 
oo 
Jo 


Aunque la mayoría de las células linfoides nunca es necesaria 
durante la vida de un individuo, el sistema inmunitario está 
preparado para responder de inmediato a cualquier antígeno 
al que se exponga un sujeto. La presencia de células con dis- 
tintos anticuerpos unidos con la membrana puede demostrar- 
se de manera experimental, como se observa en la figura 17-8. 


3. La producción de anticuerpos sigue a la selección de los linfocitos 
B por el antígeno. En la mayor parte de los casos, la activación 
de una célula B por un antígeno requiere la participación de las 
células T' (se explica en las páginas 692 y 705). Sin embargo, 
unos cuantos antígenos, como los polisacáridos presentes en 
las paredes celulares bacterianas, activan a los linfocitos B por 
sí mismos; los antígenos de este tipo se describen como an- 
tígenos independientes del timo. Para simplificar la descripción, 
por ahora se limitará a un antígeno independiente del timo. 
Considérese que una persona se expusiera a Haemophilus in- 
uenzae tipo B, una bacteria encapsulada que puede ocasionar 
meningitis letal. La cápsula de estas bacterias contiene un po- 
lisacárido que puede unirse con una fracción diminuta de los 
linfocitos B del cuerpo (fig. 17-7, paso 2). Los linfocitos B que 
se unen con el polisacárido contienen anticuerpos unidos con 
la membrana cuyo sitio de combinación les permite interac- 
tuar de manera específica con ese antígeno. De esta forma, un 
antígeno selecciona a los linfocitos que producen anticuerpos 
capaces de interactuar con el mismo. La unión con el antígeno 
activa al linfocito B e induce su proliferación (fig. 17-7, paso 
3) para formar una población (o clon) de linfocitos, los cuales 
producen el mismo anticuerpo. Algunas de estas células acti- 
vadas se diferencian en células plasmáticas de vida corta que 
secretan grandes cantidades de moléculas de anticuerpo (fig. 
17-7, paso 4). A diferencia de los precursores de células B 
(fig. 17-9a), las células plasmáticas tienen un retículo endo- 
plásmico rugoso extenso, característico de las células especia- 
lizadas en la síntesis y secreción de proteínas (fig. 17-90). 


4. La memoria inmunológica proporciona inmunidad a largo 
plazo. No todos los linfocitos B que se activan por antígenos 
se diferencian en células plasmáticas secretoras de anticuer- 
pos. Algunos permanecen en los tejidos linfoides en la forma 
de células B de memoria (fig. 17-7, paso 5) que pueden respon- 
der con rapidez en fecha posterior si el antígeno aparece de 


FIGURA 17-8 Demostración experimental de que los diferentes linfo- 
citos B contienen un anticuerpo diferente unido a la membrana y que 
estos anticuerpos se producen en ausencia de antígeno. En este expe- 
rimento se prepararon linfocitos B a partir de un bazo de ratón (paso 
1). En el paso 2, las células esplénicas se pasan por una columna que 
contiene cuentas cubiertas con un antígeno (antígeno A) al cual el ratón 
nunca se había expuesto. Una diminuta fracción de las células esplénicas 
se une con las cuentas, mientras que la mayor parte pasa directamente 
por la columna (mostrado en el paso 3). En el paso 4, las células espléni- 
cas del experimento previo se pasan por una de dos columnas distintas: 
una tiene cuentas cubiertas con antígeno A o una con cuentas cubiertas 
con un antígeno no relacionado (antígeno B), al cual el ratón nunca se 
había expuesto. En el paso 4a, las células esplénicas valoradas son las 
que se unieron con las cuentas en el paso previo. Se observa que estas 
células se unen otra vez con cuentas cubiertas con antígeno A, pero no 
con las cubiertas con el antígeno B. En el paso 4b, las células esplénicas 
probadas son las que no se unen con las cuentas en el paso previo. Nin- 
guna de estas células se une con cuentas cubiertas con antígeno A, pero 
una fracción diminuta se une con las cuentas cubiertas con antígeno B. 
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FIGURA 17-9 Comparación de la estructura de una célula B (a) y 
una célula plasmática (5). La célula plasmática tiene un compar- 
timiento citoplásmico mucho más grande que la célula B, con más 
mitocondrias y un retículo endoplásmico rugoso muy desarrollado. 


nuevo en el cuerpo. Aunque las células plasmáticas mueren 
después que se elimina el estímulo antigénico, los linfocitos 
B de memoria persisten durante toda la vida de una perso- 
na; cuando se estimulan con el mismo antígeno, algunos de 
los linfocitos B de memoria proliferan en poco tiempo para 
convertirse en células plasmáticas, con lo que se genera una 
respuesta inmunitaria secundaria en cuestión de horas, y no de 
días, como se necesitó para la respuesta original (fig. 17-13). 
5. La tolerancia inmunológica previene la producción de anti- 
cuerpos contra sí mismo. Como se explica más adelante, los 
genes que codifican anticuerpos se generan mediante un 
proceso en el cual los segmentos de DNA se combinan en 
forma aleatoria. Como resultado, siempre se forman genes 
que codifican anticuerpos que pueden reaccionar con los pro- 
pios tejidos del cuerpo, lo cual daría lugar a la destrucción 
tisular diseminada con la enfermedad consecuente. Es obvio 
que el cuerpo debe prevenir la producción de tales proteínas, 
llamadas autoanticuerpos, en interés de sí mismo. Durante 
su desarrollo, muchos de los linfocitos B capaces de producir 
autoanticuerpos se destruyen o desactivan. Como efecto, el 
cuerpo desarrolla una tolerancia inmunológica hacia sí mismo. 
Como se explica en la sección Perspectiva humana de este 
capítulo, una falla en el estado de tolerancia puede conducir 
al desarrollo de enfermedades autoinmunitarias debilitantes. 


Varios principios de la teoría de selección clonal pueden 
ilustrarse con una breve consideración del tema de la vacunación. 


Vacunación 


Edward Jenner practicó la medicina en la campiña inglesa en 
una época en la que la viruela era una de las enfermedades más 


Estas características reflejan la síntesis de grandes cantidades de 
moléculas de anticuerpo en la célula plasmática. (a: O Vu/Davip 
PuiLLips/VisuaLs UnLimITED. 8: O Vu/K. G. MurTi/VisuALs 
UNLIMITED.) 


frecuentes y temidas. Con los años, notó que las mujeres que 
atendían a las vacas no sufrían los embates de la enfermedad. 
Jenner concluyó que, de alguna manera, las lecheras eran “in- 
munes” a la viruela porque se infectaban a una edad temprana 
con viruela vacuna, una enfermedad innocua que contraían de 
las vacas. Esta enfermedad produce vesículas que se parecen a las 
vesículas llenas de pus de la viruela, pero las vesículas de la viruela 
vacuna eran localizadas y desaparecían sin causar nada más que 
una cicatriz en el sitio de la infección. 

En 1796, Jenner realizó uno de los experimentos médicos 
más famosos (y riesgosos) de todos los tiempos. Primero, infectó 
a un niño de 8 años de edad con viruela vacuna y le dio tiempo 
para recuperarse. Seis semanas más tarde, Jenner infectó de ma- 
nera intencional al niño con viruela mediante la inyección de pus 
proveniente de una lesión variolosa justo bajo la piel del niño. El 
niño no tuvo manifestaciones de la enfermedad. En unos cuantos 
años, miles de personas se habían vuelto inmunes a la viruela 
mediante la infección intencional con viruela vacuna. Este pro- 
cedimiento se llamó vacunación, por el término latín vacca. 

El experimento de Jenner tuvo éxito porque la respuesta in- 
munitaria generada contra el virus de la vacuna fue eficaz contra 
el virus muy similar que produce la viruela. La mayor parte de 
las vacunas modernas contiene patógenos atenuados, que son ca- 
paces de estimular la inmunidad, pero que se “incapacitaron” por 
medios genéticos para producir la enfermedad. En la actualidad, 
la mayor parte de las vacunas son de células B, como la empleada 
para combatir el tétanos. Este trastorno se debe a la infección con 
la bacteria anaerobia de la tierra Clostridium tetani, que puede 
entrar al cuerpo mediante una herida punzante. Mientras crecen, 
las bacterias producen una neurotoxina potente que bloquea la 
transmisión por las sinapsis inhibidoras de las neuronas motoras, 
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lo que induce una contracción muscular sostenida y asfixia. A 
los dos meses de edad, casi todos los lactantes están inmunizados 
contra el tétanos gracias a la inoculación con una versión mo- 
dificada e innocua de la toxina del tétanos (llamada toxoide). El 
toxoide tetánico se une a la superficie de los linfocitos B, cuyas 
moléculas de anticuerpo unidas a la membrana tienen un sitio de 
unión complementario. Estas células B proliferan para formar un 
clon de células que produce anticuerpos capaces de unirse con 
la toxina tetánica real. Tal respuesta inicial se desvanece pronto, 
pero la persona conserva las células de memoria que responden 
con rapidez en caso que la persona adquiriera una infección por 
C. tetani más adelante. A diferencia de la mayor parte de las in- 
munizaciones, la inmunidad contra la toxina tetánica no dura 
toda la vida y esa es la razón por la que las personas reciben re- 
fuerzos cada 10 años. El refuerzo contiene la proteína toxoide y 
estimula la producción de más células de memoria. ¿Qué sucede 
si la persona sufre una herida con potencial de ocasionar tétanos 
y no puede recordar si alguna vez le aplicaron un refuerzo? En es- 
tos casos, es probable que la persona reciba una inmunización pa- 
siva, que consiste en anticuerpos que pueden unirse con la toxina 
tetánica. La inmunización pasiva sólo es eficaz durante un perio- 
do corto y no protege al receptor contra una infección posterior. 


1. Compare y analice los mecanismos instructivo y 

selectivo de la producción de anticuerpos. 

¿Cuáles son los principios básicos de la teoría de 

selección clonal? 

¿Qué significa que un linfocito B se comprometa con la 

formación de anticuerpos? ¿Cómo influye la presencia 

de un antígeno en este proceso? ¿Qué función tiene un 

antígeno en la producción de anticuerpos? 

4. ¿Qué significan los términos “memoria inmunológica” y 
“tolerancia inmunológica”? 


N 
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Al igual que los linfocitos B, los linfocitos T están sujetos a un 
proceso de selección clonal. Los linfocitos T poseen una proteí- 
na superficial lamada receptor de linfocito T, que les permite 
interactuar específicamente con un antígeno particular. Al igual 
que las moléculas de anticuerpo que sirven como receptores en 
los linfocitos B, las proteínas que actúan como receptores de la 
célula T conforman una gran población de moléculas con sitios 
de combinación de diferentes formas. Del mismo modo que la 
célula B produce sólo una especie de anticuerpo, cada célula T 
tiene sólo una especie de receptor de la misma. Se estima que los 
adultos humanos alojan cerca de 10” linfocitos T que en con- 
junto presentan más de 10” receptores diferentes para antígenos. 

Sin embargo con los linfocitos B que se activan por antíge- 
nos intactos y solubles, los linfocitos T se activan por fragmentos 
de antígenos que se presentan en la superficie de otras células lla- 
madas células presentadoras de antígeno (APC). Considérese 
lo que sucedería si una célula hepática o renal se infectara con un 
virus. La célula infectada presentaría porciones de las proteínas 


víricas en su superficie (fig. 17-24), lo que permitiría a la célula 
infectada unirse con una célula T con el receptor de célula T 
apropiado. Como resultado de esta presentación, el sistema in- 
munitario se alerta ante la entrada de un patógeno específico. El 
proceso de presentación de antígeno se explica con detalle en la 
página 700 y también es el tema de Vías experimentales. 
Mientras que cualquier célula infectada puede servir como 
APC para activar a los linfocitos T, ciertos tipos de APC “profe- 
sionales” están especializadas para esta función. Las APC pro- 
fesionales incluyen células dendríticas y macrófagos (fig. 17-10). 
La explicación se centra en las células dendríticas (CD), des- 
cubiertas y caracterizadas por Ralph Steinman de la Rockefeller 


(b) 


FIGURA 17-10 Células presentadoras de antígeno profesionales (APC). 
Micrografías electrónicas de barrido coloreadas de un macrófago (a) y 
una célula dendrítica (4). Las células dendríticas tienen forma irregular, 
con largos procesos citoplásmicos que se parecen a las dendritas de una 
neurona y de ahí su nombre. (A: TOMADA DE A. PoLLrack/PuoTO RE- 
SEARCHERS, ÍNC. B: TOMADA DE DAVID ScHARF/PETER ARNOLD, Inc.) 


University a principios de la década de 1970 y a menudo descritas 
como “centinelas” del sistema inmunitario. Las células dendríticas 
obtuvieron este título porque “vigilan” los tejidos periféricos del 
cuerpo por donde es probable que entren los patógenos (como la 
piel y las vías respiratorias). Las células dendríticas (CD) están 
equipadas con gran variedad de receptores capaces de reconocer 
cualquier tipo de patógeno. Lo más importante, estas células son 
muy adecuadas para iniciar una respuesta inmunitaria adaptativa. 

Cuando se presentan en los tejidos periféricos del cuerpo, 
las CD inmaduras reconocen e ingieren microbios y otros mate- 
riales extraños por fagocitosis. Una vez que una célula dendrítica 
capta un microbio, debe procesarlo antes de poder presentar sus 
componentes a otra célula. Para el procesamiento antigénico es 
necesaria la fragmentación enzimática del material ingerido en 
el citoplasma, los fragmentos se desplazan a la superficie celular 
(fig. 17-23). Las CD que tienen un antígeno procesado migran 
alos ganglios linfáticos cercanos, donde se diferencian en células 
presentadoras de antígeno maduras. Una vez en el ganglio linfá- 
tico, las CD entran en contacto con una gran reserva de linfoci- 
tos T, incluido un porcentaje diminuto cuyos receptores de célula 
T pueden unirse de manera específica con el antígeno ajeno pro- 
cesado, lo cual activa a la célula T. En fecha reciente se visualizó 
este proceso dinámico de interacciones entre CD y célula T en 
tejidos ganglionares vivos mediante imágenes microscópicas de 
células con marca fluorescente (fig. 17-11). A falta de un antí- 
geno, una CD determinada puede interactuar en forma transi- 
toria hasta con 500 a 5000 linfocitos T' distintos, permanece en 


(a) 
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contacto sólo unos minutos con cada célula (como en la figura 
17-11). En cambio, cuando la célula dendrítica presenta un an- 
tígeno que el TCR de la célula T reconoce de manera específica, 
la interacción entre las células se mantiene por un lapso de horas 
y conduce a la activación de la célula T, como se demuestra por 
un aumento transitorio en la concentración de Ca?* en el citosol. 

Tras activarse, la célula T prolifera para formar un clon de 
linfocitos T con el mismo receptor de célula T. Se estima que 
una sola célula T activada puede dividirse tres o cuatro veces al 
día durante varios días, lo que genera una enorme población de 
linfocitos T capaces de interactuar con el antígeno extraño. La 
proliferación masiva de linfocitos T' específicos como respuesta 
a una infección se refleja muchas veces en el crecimiento de los 
ganglios linfáticos locales. Una vez que se elimina el antígeno ex- 
traño, la gran mayoría de la población extendida de linfocitos T 
muere por apoptosis y deja una población relativamente pequeña 
de linfocitos T de memoria, capaces de responder con rapidez en 
caso de un contacto futuro con el mismo patógeno. 

A diferencia de los linfocitos B que secretan anticuerpos, 
las linfocitos T realizan su función mediante interacciones 
directas con otras células, incluidos los linfocitos B, otros lin- 
focitos T' o células blanco localizadas en todo el cuerpo. Esta 
interacción entre células puede conducir a la activación, desacti- 
vación o muerte de la otra célula. Además del contacto directo, 
muchas interacciones de los linfocitos T tienen la mediación de 
mensajeros químicos muy activos llamados citocinas, que ac- 
túan en concentraciones muy bajas. Las citocinas son pequeñas 


FIGURA 17-11 Imagen de células 
dendríticas y linfocitos T vivos, y sus 
interacciones, dentro de un ganglio 
linfático. Los linfocitos T viajan de 
un ganglio linfático a otro. Cuando 
entran a un ganglio, migran dentro 
del tejido mientras su superficie es ex- 
plorada por células dendríticas indivi- 
duales con las que entran en contacto. 
(a) Se observan varios linfocitos T con 
marca fluorescente (teñidos de verde 
e indicados con números) en movi- 
miento dentro de un ganglio linfático 
que entran en contacto con una CD 
individual (teñida de rojo e indicada 
con el asterisco) en un periodo de 2.5 
min. (b) Trayectoria de cada uno de 
los tres linfocitos T marcados y la CD 
marcada con asterisco mostradas en 
la parte a. (c) Contactos dentro de un 
ganglio linfático entre una CD indivi- 
dual (verde) y varios linfocitos T (rojo) 
dispuestos en tres dimensiones. Los 
contactos entre las células son dinámi- 
cos, cambian rápidamente de tamaño 
en un periodo de décimas de segundo. 
(A-B: TOMADAS DE PHILIPPE Bousso 
y ELLEN Rosey, NATURE IMMUNOL. 
4:581, 2003; c: TOMADA DE MARK 
J. MILLER ET AL., POR CORTESÍA DE 
MicharL D. Canaan, Proc. NaTL. 
Acan. Sci. U.S.A. 101:1002, 2004.) 
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CUADRO 17-1 Citocinas selectas 


Citocina Fuente Funciones principales 
IL-1 Diversas Induce inflamación, estimula la prolife- 
ración de linfocitos T4 
IL-2 Linfocitos T,, Estimula la proliferación de linfocitos 
T y células B 
IL-4 Linfocitos T Induce cambio de clase de IgM a IgG 
en los linfocitos B, suprime la acción 
inflamatoria de citocinas 
IL-5 Linfocitos T,, Estimula la diferenciación de células B 
IL-10 Linfocitos T, Inhibe la función de macrófagos, 
macrófagos suprime la acción inflamatoria de 
citocinas 
IFN-y Linfocitos T, Induce la expresión de MHC en las 
CTL APC, activa linfocitos NK 
TNF-a Diversas Induce inflamación, activa la producción 


de óxido nítrico en los macrófagos 
Estimula el crecimiento y proliferación 
de granulocitos y macrófagos 


GM-LCR Linfocitos Tp 
CTL 


proteínas producidas por una gran variedad de células e inclu- 
yen interferones (IFN), interleucinas (IL) y factores de necrosis 
tumoral (TNF). Las citocinas se unen con receptores específicos 
en la superficie de una célula que responde, lo que genera una 
señal interna que altera la actividad de la célula. Como respuesta 
a una citocina, es posible que una célula se prepare para dividir- 
se, se diferencie o secrete sus propias citocinas. Una familia de 
pequeñas citocinas denominadas quimiocinas, actúa sobre todo 
como quimioatrayentes que estimulan la migración de linfocitos 
al tejido inflamado. Los distintos tipos de linfocitos y fagoci- 
tos tienen receptores para distintas quimiocinas, de manera que 
sus patrones de migración pueden controlarse por separado. El 
cuadro 17-1 presenta una lista de algunas de las citocinas mejor 
estudiadas. 

En los linfocitos T pueden distinguirse dos subclases prin- 
cipales según sean las proteínas de su superficie y sus funciones 
biológicas. 


1. Linfocitos T citotóxicos (CTL), que revisan a las células del 
cuerpo para reconocer anomalías. En circunstancias comunes, 
las células sanas no sufren daño por los CTL, pero las células 
viejas o infectadas, y tal vez las células malignas, son atacadas 
y destruidas. Los CTL aniquilan células blanco porque las in- 
ducen hacia la apoptosis. Se han descubierto dos vías distintas 
para destruir células. En una, el CTL libera perforinas y gran- 
zimas al espacio entre las células. Las perforinas son proteínas 
que se ensamblan dentro de la membrana de la célula blanco 
para formar canales transmembranosos. Las granzimas son 
enzimas proteolíticas que entran por los canales de perforina 
y activan a las caspasas, que son las enzimas proteolíticas que 
inician la respuesta de apoptosis (pág. 643). En la otra vía, el 
CTL se une con un receptor en la superficie de la célula blan- 
co, lo que activa una vía de suicidio en la célula blanco similar 
a la de la figura 15-36. Al destruir a las células infectadas, 
los CTL eliminan virus, bacterias, levaduras, protozoarios y 
parásitos después que ingresaron a las células hospedadoras 
y ya no son accesibles a los anticuerpos circulantes. Los CTL 
tienen una proteína superficial llamada CD8 (designación de 
cúmulo 8) y se conocen como células CD8*. 


2. Los linfocitos T cooperadores (linfocitos T,,) activan a otras 
células en un ataque orquestado contra un patógeno específi- 
co. Se distinguen de las CTL por la presencia de la proteína 
CDA en su superficie, en lugar de CD8.? Las células T} se 
activan mediante las células presentadoras de antígeno profe- 
sionales, como las células dendríticas y los macrófagos, como 
se muestra en la figura 17-12. Este es uno de los primeros y 
más importantes pasos en la respuesta inmunitaria adaptativa. 
Casi todos los linfocitos B requieren la ayuda de las células 
Tą para poder madurar y diferenciarse en células plasmáti- 
cas secretoras de antígenos. Los linfocitos B se activan por 
interacción directa con una célula T, que es específica para 
el mismo antígeno, como se muestra en la figura 17-12 (y 
con más detalle en la fig. 17-26). Por tanto, la formación de 
anticuerpos requiere la activación de células B y T' capaces 
de interactuar de manera específica con el mismo antígeno. 
La importancia de las células T, se torna evidente cuando 
se consideran los efectos devastadores que tiene el virus de 
inmunodeficiencia humana (VIH), el causante del sida. Los 
linfocitos T} son los principales blancos del VIH. La mayor 
parte de las personas infectadas por este virus permanece libre 
de síntomas mientras su cuenta de linfocitos T} mantenga 
niveles relativamente altos, por arriba de 500 células/ml (la 
cuenta normal es mayor de 1000 células/ml). Una vez que la 
cifra cae por debajo de unas 200 células/ml, la persona de- 
sarrolla el sida completo y se vuelve susceptible al ataque de 
patógenos virales y celulares. 


3. Los linfocitos T reguladores (linfocitos Tre) son sobre todo cé- 
lulas inhibidoras que suprimen la proliferación y actividades 
de otros tipos de células inmunitarias. Se caracterizan por po- 
seer marcadores de superficie CD4*CD25*, y se piensa que 
tienen un cometido importante para limitar la inflamación y 
mantener la autotolerancia inmunitaria. Los linfocitos Tp, 
realizan esta última actividad impidiendo que linfocitos T' que 
portan receptores autorreactivos ataquen las células del pro- 
pio organismo. Por otro lado, estas mismas células pueden 
resultar nocivas para la salud porque impiden que el sistema 
inmunitario elimine células tumorales. La diferenciación de 
los linfocitos T;, requiere la presencia de un factor de trans- 
cripción clave, FOXP3. Las mutaciones en el gen FOXP3 
causan una enfermedad letal (IPEX), caracterizada por au- 
toinmunidad grave en recién nacidos. Los estudios de los 
linfocitos Tp., aportaron una demostración directa de que la 
homeostasis en el sistema inmunitario requiere un equilibrio 
estricto entre las influencias estimulantes y las inhibidoras. 


? Existen tres tipos principales de linfocitos T cooperadores, T41, T,2 y T,,17, 
que pueden distinguirse por las citocinas que secretan; los tres estimulan a 

los linfocitos B para producir anticuerpos, pero cada una tiene una función 
única. Los linfocitos T,,1 sintetizan IFN-y, que protege al cuerpo mediante la 
activación de los macrófagos para que destruyan los patógenos intracelulares que 
pudieran alojar (pág. 308). Los linfocitos T „2 producen IL-4, que moviliza a las 
células cebadas, basófilos y eosinófilos para brindar protección contra patógenos 
extracelulares, sobre todo gusanos parásitos. Los linfocitos T,,17 sintetizan 
IL-17, que se cree que estimula a las células epiteliales para que atraigan a los 
fagocitos, y eviten la entrada de bacterias extracelulares y hongos al cuerpo. Los 
tres tipos de linfocitos T se diferencian a partir de un precursor común después 
de la estimulación con diferentes citocinas, y se definen por la presencia de 
distintos factores de transcripción “maestros”. 
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FIGURA 17-12 Esquema muy simplificado que muestra la función de los 
linfocitos T,, enla formación de anticuerpos. En el paso 1, el macrófago 
interactúa con el antígeno complejo. El antígeno se lleva al interior del 
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macrófago y se divide en fragmentos, los cuales se presentan en la super- 
ficie celular. En el paso 2, el macrófago interactúa con una célula T,, cuyo 
TCR se une con uno de los fragmentos del antígeno presentados (la pro- 
teína de membrana verde es una molécula MHC, pág. 700). Esta interac- 
ción activa al linfocito T. En el paso 3, el linfocito Tų activado interactúa 
con una célula B, cuyo receptor para antígeno está unido con un antígeno 
soluble intacto. La activación del linfocito B se estimula por citocinas (p. 
ej., IL-4, IL-5 e IL-6) liberadas por el linfocito T,, hacia el espacio que lo 
separa del linfocito B adyacente. La interacción con el linfocito Tą activa 
al linfocito B, lo que induce la proliferación de este último (paso 4). La 
progenie de linfocitos B activada se diferencia en células plasmáticas que 
sintetizan anticuerpos que pueden unirse con el antígeno (paso 5). 


CUADRO 17-2 Clases de inmunoglobulinas humanas 


REVISIÓN 


1. ¿De qué modo una célula infectada revela su condición 
a un linfocito T? ¿Cuál es la respuesta del linfocito? 

2. ¿Qué es una célula presentadora de antígeno? ¿Qué 
tipos de células pueden actuar como presentadoras de 
antígenos? 

. Mencione las similitudes y diferencias entre las 
propiedades y funciones de la célula T} y el linfocito T 
citotóxico; y de la célula T, y la célula Tp, 
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La estructura molecular de los anticuerpos 


Los anticuerpos son proteínas producidas por los linfocitos B y 
sus descendientes (células plasmáticas). Los linfocitos B incorpo- 
ran moléculas de anticuerpo en su membrana plasmática, donde 
sirven como receptores de antígenos, mientras que las células 
plasmáticas secretan estas proteínas a la sangre u otros líquidos 
corporales, donde sirven como un arsenal molecular en la guerra 
del cuerpo contra los patógenos invasores. La interacción entre 
los anticuerpos sanguíneos y los antígenos en la superficie de un 
virus o célula bacteriana puede neutralizar la capacidad del pató- 
geno para infectar una célula hospedadora y facilitar la ingestión 
y destrucción del patógeno por parte de los fagocitos móviles. El 
sistema inmunitario produce millones de distintas moléculas de 
anticuerpos que, en conjunto, pueden unirse con cualquier sus- 
tancia ajena a la que se exponga el cuerpo. Aunque el sistema in- 
munitario muestra una gran diversidad mediante los anticuerpos 
que produce, una sola molécula de anticuerpo puede interactuar 
con sólo una o unas cuantas estructuras antigénicas relacionadas. 

Los anticuerpos son proteínas globulares llamadas inmuno- 
globulinas; éstas se forman con dos tipos de cadenas polipeptídi- 
cas, las cadenas pesadas más grandes (masa molecular de 50000 
a 70000 dáltones) y las cadenas ligeras más pequeñas (masa 
molecular de 23000 Da). Los dos tipos de cadenas están unidas 
entre sí en pares mediante enlaces disulfuro. Se han identificado 
cinco clases distintas de inmunoglobulinas (IgA, IgD, IgE, IgG 
e IgM). Las diferentes inmunoglobulinas aparecen en momen- 
tos diversos después de la exposición a una sustancia extraña y 
tienen distintas funciones biológicas (cuadro 17-2). Las IgM 


Clase Cadena pesada Cadena ligera Masa molecular (kDa) Propiedades 

IgA a KoA 360-720 Presente en lágrimas, moco nasal, leche materna, secreciones 
intestinales 

IgD ò KON 160 Presente en membranas plasmáticas de células B, función des- 
conocida 

IgE € KON 190 Se une con células cebadas, libera la histamina que causa las 
reacciones alérgicas 

IgG y KON 150 Principales anticuerpos solubles sanguíneos; cruza la placenta 

IgM p Koh 950 Presente en las membranas plasmáticas de las células B; media la 


respuesta inmunitaria inicial; activa complemento destructor 
de bacterias 
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FIGURA 17-13 Respuestas de anticuerpos primaria y secundaria. Una 
respuesta primaria, que se induce por la exposición inicial al antígeno, 
conduce primero a la producción de moléculas de anticuerpo IgM solu- 
bles, seguida de la producción de moléculas de anticuerpo IgG solubles. 
Cuando el antígeno se introduce de nueva cuenta más adelante, se inicia 
una respuesta secundaria. En comparación con la reacción primaria, la 
secundaria comienza con la producción de moléculas de IgG (además 
de IgM), alcanza un nivel sanguíneo de anticuerpos mucho más alto y 
ocurre casi sin demora. 


son los primeros anticuerpos secretados por los linfocitos B des- 
pués de la estimulación por un antígeno y aparecen en la sangre 
después de un intervalo de unos cuantos días (fig. 17-13). Las 
IgM poseen una vida media relativamente corta (cinco días) y su 
aparición va seguida de la secreción de IgG e IgE con vida más 
prolongada. Las IgG son los anticuerpos que predominan en la 
sangre y la linfa durante una respuesta secundaria a la mayoría 
de los antígenos (fig. 17-13). Las moléculas de IgE se producen 
en grandes cantidades como respuesta a muchas infecciones pa- 
rasitarias; también tienen gran afinidad por la superficie de las 
células cebadas, lo que desencadena la liberación de histamina, 
la cual produce inflamación y síntomas de alergia. La IgA es el 
anticuerpo predominante en las vías respiratorias, digestivas y 
urogenitales. La función de IgD aún no se conoce. 

Existen dos tipos de cadenas ligeras, las cadenas kappa (k) 
y las lambda (A), ambas presentes en las inmunoglobulinas de 
las cinco clases. En cambio, cada clase de inmunoglobulina tiene 
una cadena pesada única que define a la clase (cuadro 17-2).* La 
descripción se enfoca sobre todo en la estructura de las IgG. Una 
molécula de IgG está formada por dos cadenas ligeras y dos cade- 
nas pesadas idénticas dispuestas en una molécula con forma de Y, 
como se muestra en la figura 17-14a y se describe a continuación. 

Para conocer la base de la especificidad de los anticuerpos, 
fue necesario identificar primero la secuencia de aminoácidos 
de varios anticuerpos específicos. En condiciones normales, el 
primer paso de la identificación de la secuencia de aminoácidos 
consiste en purificar la proteína particular a estudiar. Sin embar- 
go, en condiciones normales es imposible obtener una prepara- 
ción purificada de un anticuerpo específico de la sangre porque 
cada persona produce una gran cantidad de moléculas de anti- 
cuerpos distintos con estructuras demasiado similares para sepa- 


“En realidad, los seres humanos producen cuatro cadenas pesadas relacionadas 
como parte de sus moléculas de IgG (forman 1gG1, IgG2, IgG3 e IgG4) y dos 
cadenas pesadas relacionadas como parte de sus moléculas de IgA (forman IgA1 e 
IgA2) (fig. 17-19). Tales diferencias no se mencionan en la explicación siguiente. 
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FIGURA 17-14 Estructura de un anticuerpo. (a) Modelo de una mo- 
lécula de IgG. La molécula contiene cuatro cadenas de polipéptido: 
dos cadenas ligeras idénticas y dos cadenas pesadas idénticas. Una de 
las cadenas pesadas se muestra en azul, la otra en amarillo, mientras 
que ambas cadenas ligeras se presentan en rojo. Los dominios de cada 
cadena (dos por cada cadena ligera y cuatro por cada pesada) son evi- 
dentes. (4) Modelo esquemático que muestra la estructura del dominio 
de una molécula de IgG. La estructura terciaria de cada dominio de Ig 
se mantiene por un enlace disulfuro. Los dominios que comprenden una 
región constante de la cadena polipeptídica se indican con la letra C; 
los dominios que tienen una región variable se señalan con la letra V. 
Cada cadena pesada contiene tres regiones C, (C41, C,,2, C3) y una 
región V,, en el extremo N del polipéptido. Cada cadena ligera posee 
una región C, y una V, en su extremo N. Las regiones variables de cada 
cadena ligera y pesada forman un sitio para combinación con antígeno. 
Cada molécula de IgG con forma de Y contiene dos sitios para combi- 
nación con antígeno. Cada molécula de IgG puede fragmentarse con un 
tratamiento proteolítico ligero en dos fragmentos Fab que contienen 
sitios para combinación con antígeno y un fragmento Fc, como se indica. 
(a: POR CORTESÍA DE ALEXANDER McPHERsoN.) 


rarse unas de otras. El problema se resolvió cuando se descubrió 
que la sangre de pacientes que sufren un tipo de cáncer linfoide 
llamado mieloma múltiple contenía elevadas cifras de una sola 
molécula de anticuerpo. 
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Como se describe en el capítulo 16, el cáncer es una enfer- 
medad monoclonal, esto es, que las células de un tumor provie- 
nen de la proliferación de una sola célula anormal. Puesto que, 
en condiciones normales, un linfocito sólo produce una especie 
única de anticuerpo, un paciente con mieloma múltiple libera 
grandes cantidades del anticuerpo específico que sintetiza la cé- 
lula particular que se tornó maligna. Un sujeto genera una espe- 
cie muy abundante de anticuerpo y otros individuos anticuerpos 
diferentes. Como resultado, los investigadores lograron purificar 
cantidades considerables de varios anticuerpos a partir de mu- 
chos pacientes y comparar su secuencia de aminoácidos. Pron- 
to se reveló un patrón importante. Se encontró que la mitad de 
cada cadena ligera kappa (110 aminoácidos en el extremo amino 
del polipéptido) era una secuencia de aminoácidos constante en 
todas las cadenas kappa, mientras que la otra mitad variaba de 
un paciente a otro. Una comparación similar de secuencias 
de aminoácidos de muchas cadenas lambda de distintos pacien- 
tes reveló que también tienen una sección con secuencia cons- 
tante y otra cuya secuencia varía de una inmunoglobulina a otra. 
Las cadenas pesadas de la IgG purificada también poseen una 
porción variable (V) y otra constante (C). La figura 17-14% pre- 
senta un esquema de la estructura de estas moléculas de IgG. 

Se observó además que, mientras que cerca de la mitad de 
cada cadena ligera consiste en una región variable (V, ), sólo un 
cuarto de cada cadena pesada es variable (V) entre los distintos 
pacientes; los tres cuartos restantes de la cadena pesada (C,,) son 
constantes en todas las IgG. La porción constante de la cadena 
pesada puede dividirse en tres secciones de longitud similar que 
son homólogas entre sí. Estas unidades homólogas de Ig se de- 
signan C,,1, C,,2 y Ca en la figura 17-140. Al parecer, las tres 
secciones de la parte C de la cadena pesada de la IgG (así como 
las de las cadenas pesadas de las otras clases de Ig y las porcio- 
nes C de las cadenas ligera kappa y lambda) surgieron durante la 
evolución por duplicación de un gen ancestral que codificaba una 
unidad de Ig de unos 110 aminoácidos. También se cree que las 
regiones variables (V, o V,) surgieron durante la evolución a par- 
tir de la misma unidad Ig ancestral. El análisis estructural indica 
que cada una de las unidades Ig homólogas de una cadena pesada 
o una ligera se pliega de manera independiente para formar un 
dominio compacto que se mantiene unido mediante un enlace 
disulfuro (fig. 17-15). En una molécula intacta de IgG, cada do- 
minio de la cadena ligera se relaciona con un dominio de la ca- 
dena pesada como se muestra en la figura 17-14a,b. El análisis 
genético indica que cada dominio se codifica en su propio exón. 

La especificidad de un anticuerpo depende de los amino- 
ácidos de los sitios que se combinan con el antígeno en los extre- 
mos de cada brazo de la molécula de anticuerpo con forma de Y 
(fig. 17-14). Los dos sitios de combinación de una sola molécula 
de IgG son idénticos y cada uno se forma por la relación de la 
porción variable de una cadena ligera con la sección variable de 
una cadena pesada (fig. 17-14). El ensamble de anticuerpos con 
distintas combinaciones de cadenas ligeras y pesadas permite que 
una persona produzca una notoria variedad de anticuerpos a par- 
tir de una cantidad modesta de polipéptidos diferentes (pág. 698). 

Una mirada más cercana a los polipéptidos de las inmu- 
noglobulinas revela que las porciones variables de las cadenas 
pesadas y ligeras contienen subregiones que son muy variables, o 
hipervariables, de un anticuerpo a otro (marcadas Hv en la figura 
17-15). Las cadenas ligeras y pesadas contienen los segmentos 


Dominio C, 


Dominio V, 


FIGURA 17-15 Dominios de anticuerpos. Dibujo esquemático de una 
cadena ligera lambda sintetizada por células de un paciente con mieloma 
múltiple. El polipéptido se pliega para que las porciones constantes y 
variables se presenten en dominios separados. Las flechas gruesas repre- 
sentan cadenas B, que se ensamblan en hojas B. Cada dominio tiene dos 
hojas B, las cuales se distinguen por los colores rojo y naranja. Los tres 
segmentos hipervariables (Hv) de la cadena se presentan como asas en un 
extremo del dominio variable, que forma parte del sitio para combinación 
con antígeno del anticuerpo. (TOMADA DE M. SCHIFFER ET AL., BIOCHE- 
MISTRY 12:4628, 1973; O 1973, AMERICAN CHEMICAL SOCIETY.) 


hipervariables que se aglomeran en los extremos de cada brazo 
de la molécula de anticuerpo. Como pudiera esperarse, las regio- 
nes hipervariables tienen una función importante en la forma- 
ción de la estructura del sitio para combinación con antígeno, el 
cual varía desde una hendidura profunda hasta una hendidura 
angosta o un saco relativamente plano. Las variaciones de la se- 
cuencia de aminoácidos de las regiones hipervariables explican 
la gran diversidad de la especificidad de los anticuerpos, lo que 
permite a estas moléculas unirse con antígenos de todas las for- 
mas concebibles. 

El sitio de combinación de un anticuerpo tiene una estruc- 
tura estereoquímica complementaria con una porción particu- 
lar del antígeno, llamado epitopo (o determinante antigénico). A 
causa de su ajuste preciso, los anticuerpos y los antígenos forman 
complejos estables, aunque se unen sólo mediante fuerzas cova- 
lentes que son muy débiles si se los considera en forma indivi- 
dual. La figura 17-16 muestra la interacción exacta entre un an- 
tígeno particular y un anticuerpo demostrada por cristalografía 
con rayos X. Las dos regiones de bisagra dentro de la molécula 
(fig. 17-14) proporcionan la flexibilidad necesaria para que el an- 
ticuerpo se una con dos moléculas de antígeno separadas o con 
una sola molécula con dos epitopos idénticos. 

En tanto que las porciones hipervariables de las cadenas li- 
geras y pesadas determinan la especificidad del sitio de combi- 
nación de un anticuerpo, las porciones restantes de los dominios 
variables suministran un andamiaje que mantiene la estructura 
general del sitio de combinación. Las porciones constantes de las 
moléculas de anticuerpo también son relevantes. Las diferentes 
clases de anticuerpos (IgA, IgD, IgE, IgG e IgM) tienen cadenas 
pesadas distintas cuyas regiones constantes difieren en notable 
proporción en longitud y secuencia. Estas diferencias permiten a 
los anticuerpos de varias clases realizar distintas funciones bioló- 
gicas (efectoras). Por ejemplo, las cadenas pesadas de una molé- 
cula de IgM se unen y activan a una de las proteínas del sistema 
del complemento, lo cual conduce a la lisis de los linfocitos bac- 
terianos con los que se unen las moléculas de IgM. Las cadenas 
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pesadas de las moléculas IgE tienen una función importante en 
las reacciones alérgicas porque se unen con receptores específicos 
en las superficies de las células cebadas, lo que inicia la liberación 
de histamina. En cambio, las cadenas pesadas de una molécula de 
IgG se unen de manera específica con los receptores de superficie 
de los macrófagos y neutrófilos, lo que induce a estas células fago- 
cíticas a ingerir la partícula a la que están unidos los anticuerpos. 
Las cadenas pesadas de las moléculas de IgG también son impor- 
tantes para permitir que esta clase de anticuerpo pase de los vasos 
sanguíneos de una madre a los de su feto durante el embarazo. 
Aunque esto proporciona al feto y al recién nacido inmunidad 
pasiva contra organismos infecciosos, también puede precipitar 
un trastorno que pone en riesgo la vida y se llama eritroblastosis 
fetal. Para que ocurra este trastorno, una madre Rh” debe haber 
dado a luz a un hijo con fenotipo Rh* (genotipo R2»*/R2”) en un 
embarazo previo. Por lo general, la madre se expone al antígeno 
fetal Rh* durante el parto del primer hijo, el cual no se afecta. 
Sin embargo, si la madre tuviera un segundo embarazo Rh*, los 
anticuerpos presentes en su corriente sanguínea pueden entrar a 
la circulación fetal y destruir los eritrocitos del feto. Los lactantes 
que nacen con este problema se someten a transfusión sanguínea, 
lo cual elimina los anticuerpos maternos de la sangre. 


Reordenamiento de DNA de los genes 
que codifican los receptores de antígeno 
de los linfocitos B y T 


Como ya se explicó, cada molécula de IgG está formada por dos 
cadenas ligeras (L) y dos pesadas (H). Ambos tipos de polipépti- 
dos consisten en dos partes reconocibles, una porción variable (V) 
cuya secuencia de aminoácidos difiere de una especie de anticuer- 
po a otra, y una porción constante (C), cuya secuencia de amino- 
ácidos es idéntica en todas las cadenas H o L de la misma clase. 
¿Cuál es la base genética para la síntesis de polipéptidos con una 
combinación de secuencias de aminoácidos compartidas y únicas? 

En 1965, William Dreyer del California Institute of Techno- 
logy y J. Claude Bennett de la 4/abama University presentaron la 
hipótesis de “dos genes-un polipéptido” para explicar la estruc- 
tura del anticuerpo. En esencia, Dreyer y Bennett propusieron 
que cada cadena de anticuerpo está codificada por dos genes 
separados, un gen C y otro V, que de alguna manera se combi- 


FIGURA 17-16 Interacción antígeno-anticuerpo. 
Modelo espacial basado en la cristalografía con ra- 
yos X de un complejo entre lisozima (verde) y la 
porción Fab de una molécula de anticuerpo (fig. 
17-14). La cadena pesada del anticuerpo es azul; la 
cadena ligera es amarilla. Un residuo de glutamina 
de la lisozima está en rojo. (REIMPRESA CON AUTO- 
RIZACIÓN DE A. G. Amrtr, R. A. Marruzza, S. E. V. 
PHILLIPS ET AL. SCIENCE 233:749, 1986; O 1986 
AMERICAN ASSOCIATION FOR THE ÁDVANCEMENT 
OF SCIENCE.) 


nan para formar un “gen” continuo que codifica una sola cadena 
ligera o pesada. En 1976, Susumu Tonegawa que trabajaba en 
un instituto de investigación en Basilea, Suiza, proporcionó evi- 
dencia clara a favor de la hipótesis del reordenamiento del DNA. 
En la figura 17-17 se muestra el esbozo básico del experimento; 
Tonegawa et al. compararon la longitud del DNA entre las se- 
cuencias de nucleótidos que codifican las porciones C y V de una 
cadena específica de anticuerpo en dos tipos distintos de células 
de ratón: células embrionarias tempranas y células de mieloma 
maligno productoras de anticuerpo. Los segmentos de DNA que 
codificaban las porciones C y V del anticuerpo se separaron en 
notorio grado en el DNA embrionario, pero se mantuvieron muy 
cercanas entre sí en el DNA obtenido de las células del mieloma 
productoras de anticuerpo (fig. 17-17). Tales observaciones sugi- 
rieron que los segmentos de DNA que codifican las partes de las 
moléculas de anticuerpos se reajustaban durante la formación de 
las células productoras de anticuerpos. 

Investigaciones posteriores revelaron el reordenamiento 
preciso de las secuencias de DNA que dan origen a los genes 
de anticuerpos. Para simplificar la explicación, se consideran sólo 
las secuencias de DNA que intervienen en la formación de las 
cadenas ligeras kappa humanas, que se localizan en el cromoso- 
ma 2. La organización de las secuencias en el DNA de la línea 
germinal (esto es, el DNA de un espermatozoide o un óvulo) que 
participan en la formación de las cadenas ligeras kappa humanas 
se muestra en la línea superior (paso 1) de la figura 17-18. En este 
caso, varios genes V diferentes se localizan en una serie lineal y 
están separados de un solo gen C, por cierta distancia. El análisis 
de secuencia de nucleótidos de estos genes V indicó que son más 
cortos de lo necesario para codificar la región V de la cadena lige- 
ra kappa. La razón quedó clara cuando se identificó la secuencia 
de otros segmentos de la región. El segmento de nucleótidos que 
codifica los 13 aminoácidos en el extremo carboxilo de una región 
V se localiza a cierta distancia del resto de la secuencia del gen 
V . Esta pequeña porción que codifica el extremo carboxilo de la 
región V se denomina segmento J. Como se muestra en la figura 
17-18, hay cinco segmentos J, distintos de secuencia de nucleó- 
tidos relacionada dispuestos uno después del otro. El cúmulo de 
segmentos J, está separado del gen C, por un segmento adicional 
de más de 2000 nucleótidos. Como se ilustra en la figura 17-18 
(pasos 2 a 3), un gen V, completo se forma cuando un gen V, 
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FIGURA 17-17 Demostración experimental de que los genes que codifi- 
can las cadenas ligeras de anticuerpo se forman por reordenamiento de 
DNA. Primero, se extrae DNA de células embrionarias o células cance- 
rosas productoras de anticuerpos y se fragmenta con una endonucleasa de 
restricción (paso 1) que divide ambas cadenas del DNA en una secuencia 
específica. Los fragmentos de DNA de las dos preparaciones se fraccionan 
por separado mediante electroforesis en gel; se preparan dos geles idénticos 
de cada muestra de DNA (paso 2). Después de la electroforesis, cada gel se 
incuba con una sonda marcada que contiene la secuencia genética variable 
(V) o constante (C) (paso 3). La localización del DNA marcado unido en 
el gel se revela por autorradiografía y se muestra en la parte inferior de la 
figura. En tanto las secuencias genéticas V y C se localizan en fragmentos 
separados en el DNA de células embrionarias, las dos secuencias se loca- 
lizan en el mismo fragmento pequeño de DNA en las células productoras 
de anticuerpo. Las secuencias genéticas V y C se unen durante el de- 
sarrollo de los linfocitos B por un proceso de reordenamiento de DNA. 


específico se une con uno de los segmentos J, y se corta el DNA 
intermedio. Este proceso lo cataliza un complejo proteínico lla- 
mado recombinasa V(D)J. Como se indica en la figura 17-18, la 
secuencia del gen V generada por este reordenamiento de DNA 
aún está separado del gen C, por más de 2000 nucleótidos. No 
ocurre un nuevo reordenamiento del DNA en el ensamble del 
gen kappa antes de la transcripción; toda la región genética se 
transcribe en una gran transcripción primaria (paso 4) de la cual 
se cortan los intrones mediante división de RNA (paso 5). 

El reordenamiento comienza cuando se trazan cortes en la 
cadena doble en el DNA entre un gen V y uno J. Los cortes se 
catalizan por un par de proteínas llamadas RAG1 y RAG2 que 
son parte de la recombinasa V(D)J. Luego, los cuatro extremos 
libres producidos se unen de tal forma que los segmentos codifi- 
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FIGURA 17-18 Reordenamientos de DNA que conducen ala formación 
de un gen funcional que codifica una cadena k de inmunoglobulina. 
La organización de las secuencias de DNA variable (V), de unión (J) y 
constante (C) dentro del genoma se muestra en el paso 1. Los pasos que 
conducen a la síntesis del mRNA maduro que codifica el polipéptido de 
la cadena k se describe en el texto. La unión aleatoria de un segmento V 
y uno J (pasos 2 y 3) determina la secuencia de aminoácidos del polipép- 
tido. El espacio entre los segmentos J y C “elegidos” (el C puede contener 
uno o más segmentos J, como se muestra en la figura) permanece como 
un intrón en el gen. La porción del transcrito primario (paso 4) que co- 
rresponde a este intrón se elimina durante el procesamiento del RNA 
(paso 5). El reordenamiento del DNA y la transcripción subsiguiente del 
gen “pegado” ocurre sólo en un alelo de cada célula, lo que asegura que la 
célula sólo expresará una cadena k. El otro alelo en el cromosoma homó- 
logo casi siempre permanece inalterado y no se transcribe. 
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cadores V y J se unen para formar un exón que codifica la región 
variable de la cadena polipeptídica, mientras que los dos extre- 
mos del DNA intermedio se unen para crear una pequeña pie- 
za circular de DNA que se desplaza del cromosoma (fig. 17-18, 
paso 3). La unión de los extremos rotos de DNA se realiza por el 
mismo proceso básico que se emplea para reparar las roturas en 
la cadena de DNA como se muestra en la figura 13-29. 

El reordenamiento de las secuencias de DNA para Ig tiene 
notables consecuencias para el linfocito. Una vez que la secuencia 
V, específica se une con una secuencia J _ específica, esa célula no 
puede sintetizar ninguna otra especie de cadena kappa. Se estima 
que el DNA de las células germinales humanas contiene cerca de 
40 genes V, funcionales. Por lo tanto, si se asume que cualquier 
secuencia V puede unirse con cualquier secuencia J, se espera que 
una persona pueda sintetizar cerca de 200 cadenas kappa diferen- 
tes (cinco segmentos J, X 40 genes V). Sin embargo, esta no es la 
única fuente de diversidad entre esos polipéptidos. El sitio en el 
cual se une una secuencia J con una secuencia V puede variar un 
poco de un reordenamiento a otro, de manera que los mismos ge- 
nes V, y J, pueden unirse en dos células diferentes para producir 
cadenas ligeras kappa con distintas secuencias de aminoácidos. 
Se obtiene aún más variabilidad por la enzima deoxinucleotidil 
transferasa, que inserta nucleótidos en los sitios de rotura de la 
cadena. Estas fuentes de variabilidad adicional incrementan 
la diversidad de las cadenas kappa 10 veces más, lo que eleva el 
número por lo menos a 2000 especies. El sitio en el que se unen 
las secuencias V y J como parte de una de las regiones hipervaria- 
bles de cada polipéptido del anticuerpo (fig. 17-15). Por lo tanto, 
las diferencias ligeras en un sitio de unión pueden tener efectos 
considerables en la interacción anticuerpo-antígeno. 

La revisión se limita a las cadenas ligeras kappa por razones 
de sencillez. Se producen tipos similares de reordenamientos del 
DNA durante el compromiso de una célula con la síntesis de una 
cadena ligera lambda particular y una cadena pesada específica. 
Mientras que las regiones variables de las cadenas ligeras se for- 
man con dos segmentos distintos (segmentos V y J), las regiones 
variables de las cadenas pesadas se forman con tres segmentos 
diferentes (segmentos V, D y J) por reordenamientos similares. El 
genoma humano contiene 51 segmentos Vp 25 segmentos D, y 
seis segmentos J,, funcionales. Dada la diversidad adicional que 
deriva de la variabilidad de la unión V,,-D,, y D,yJ,, una perso- 
na puede sintetizar por lo menos 100000 cadenas pesadas. Los 
receptores de antígeno de los linfocitos T (TCR) también consis- 
ten en un tipo de cadena pesada y ligera, cuyas regiones variables 
se forman por un proceso similar de recombinación del DNA. 

La formación de genes de anticuerpos mediante la recom- 
binación de DNA ilustra el potencial del genoma para participar 
en actividades dinámicas. A causa de este mecanismo de recom- 
binación, unas cuantas secuencias de DNA presentes en la línea 
germinal pueden dar origen a una diversidad notable de produc- 
tos génicos. Como se explicó antes, una persona sintetiza cerca 
de 2000 especies diferentes de cadenas ligeras kappa y 100000 
especies distintas de cadenas pesadas. Si cualquier cadena lige- 
ra kappa puede combinarse con cualquiera pesada, una persona 
puede producir en teoría más de 200 millones de especies de an- 
ticuerpos distintos a partir de unos cuantos cientos de elementos 
genéticos presentes en la línea germinal.* 


*También puede generarse una cantidad más o menos comparable de 
anticuerpos que contienen cadenas ligeras lambda. 


Ya se describió cómo surge la diversidad de anticuerpos de 
1) la presencia de múltiples exones V, J y D en el DNA de la 
línea germinal; 2) la variabilidad de la unión V-J y V-D-J, y 3) 
la inserción enzimática de nucleótidos. Un mecanismo adicio- 
nal para generar la diversidad de anticuerpos, conocida como 
bipermutación somática, ocurre mucho después que se completa 
la recombinación del DNA. Cuando se reintroduce un antígeno 
específico en un animal después de cierto periodo, los anticuer- 
pos producidos durante la respuesta secundaria tienen mucha 
mayor afinidad por el antígeno que los producidos durante la 
respuesta primaria. El aumento de afinidad se debe a pequeños 
cambios en la secuencia de aminoácidos de las regiones variables 
de las cadenas ligeras y pesadas del anticuerpo. Estos cambios 
en la secuencia son causados por mutaciones en los genes que 
codifican tales polipéptidos. Se estima que los elementos recom- 
binados del DNA que codifican las regiones V de los anticuerpos 
tienen un índice de mutación 10% veces mayor que el de otros loci 
genéticos en la misma célula. El mecanismo que produce esta 
frecuencia tan alta de mutación en la región V es el centro de 
varios estudios interesantes en los últimos años. Este mecanismo 
incluye 1) una enzima, citosina desaminasa (AID), que convierte 
los residuos de citosina del DNA en residuos de uracilo, y 2) una 
o más DNA polimerasas translesión (pág. 557) que tienden a 
cometer errores cuando se copia o repara el DNA que contiene 
uracilos. Las personas que portan mutaciones en la AID y son 
incapaces de generar hipermutación somática se ven agobiadas 
por las infecciones y a menudo mueren a edad temprana. 

La hipermutación somática genera cambios aleatorios en 
las regiones V de los genes de Ig. Los linfocitos B cuyos genes 
producen moléculas de Ig con mayor afinidad por el antígeno 
se eligen de manera preferencial después de una nueva exposi- 
ción a dicho antígeno. Las células seleccionadas proliferan para 
formar clones que se someten a rondas adicionales de mutación 
somática y selección, mientras que las células no seleccionadas 
que expresan inmunoglobulinas de baja afinidad sufren apopto- 
sis. De esta manera, la respuesta de anticuerpos a las infecciones 
recurrentes o crónicas mejora mucho con el tiempo. 

Una vez que una célula se compromete a formar un anti- 
cuerpo específico, puede cambiar la clase de Ig que produce (p. 
ej., de IgM a IgG) mediante el cambio de la cadena pesada pro- 
ducida en la célula. Este proceso, conocido como cambio de clase, 
ocurre sin modificar el sitio de combinación de los anticuerpos 
sintetizados. Hay que recordar que hay cinco tipos diferentes de 
cadenas pesadas que se distinguen por sus regiones constantes. 
Los genes que codifican las regiones constantes de las cadenas 
pesadas (porciones C4) se aglomeran en un complejo, como se 
muestra en la figura 17-19. El cambio de clase se logra mediante 
el movimiento de un gen C, diferente siguiente al gen VDJ que 
se había formado antes por la recombinación de DNA. El cam- 
bio de clase está bajo la dirección de citocinas secretadas por los 


VDJ Cu Cs Cy Cy Cal Cy Cy Ce Co2 


FIGURA 17-19 Ordenamiento de los genes C para las diversas cadenas 
pesadas humanas. En las personas, las cadenas pesadas de IgM, IgD e 
IgE se codifican en un solo gen, mientras que las de IgG lo hacen en 
cuatro genes diferentes y las de IgA en dos genes distintos (véase nota 


al pie de la página 694). 
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linfocitos T cooperadores durante su interacción con la célula B 
que produce la molécula de anticuerpo. Por ejemplo, una célula 
T cooperadora que secrete IFN-y induce un cambio en la célula B 
adyacente, de su síntesis inicial de IgM a la síntesis de una de las 
clases de IgG (fig. 17-13). El cambio de clase permite que el li- 
naje de células B continúe la síntesis de anticuerpos con la misma 
especificidad, pero distintas funciones efectoras (pág. 695). 


Complejos antígeno-receptor unidos 
a la membrana 


El reconocimiento del antígeno por los linfocitos B y T ocurre en 
la superficie celular. Un receptor antigénico en una célula B (un 
receptor de célula B, o BCR) consiste en una inmunoglobulina 
unida en forma selectiva a la membrana con una porción de un 
antígeno intacto (es decir, el epitopo) (fig. 17-204). En cambio, 
el receptor antigénico en una célula T (un receptor de célula T o 
TCR, fig. 17-205) reconoce y se une con un pequeño fragmen- 
to de un antígeno, casi siempre un péptido de unos siete a 25 
aminoácidos de largo, que se mantiene en la superficie de otra 
célula (descrita más adelante). Ambos tipos de receptores para 
antígenos son parte de grandes complejos de proteína unidos a la 
membrana que incluyen proteínas invariables, como se muestra 
en la figura 17-20. Los polipéptidos invariables relacionados con 
los BCR y TCR tienen una función clave en la transmisión de 
señales hacia el interior que inducen cambios en la actividad 
de los linfocitos B o T. 

Cada subunidad de un TCR contiene dos dominios simila- 
res a Ig, lo que indica que comparten un ancestro común con los 


FIGURA 17-20 Estructura delos receptores para antígeno delos linfocitos 
B yT. (a) El BCR de un linfocito B es una versión unida con la membrana 
de una inmunoglobulina relacionada con un par de cadenas a no variables y 
un par de cadenas B no variables. Las cadenas a y B también son miembros 
de la superfamilia Ig. (4) El TCR de un linfocito T consiste en una cadena 
polipeptídica a y B unida entre sí por un puente disulfuro. Cada polipéptido 
contiene un dominio variable que forma el sitio de unión con antígeno y un 
dominio constante. El TCR se relaciona con seis polipéptidos invariables 
más de la proteína CD3, como se indica en la ilustración. (Una pequeña 
fracción de los linfocitos T posee un tipo diferente de TCR consistente en 
una subunidad y y una ô. Estas células no se limitan al reconocimiento de 
los complejos MHC-péptido y su función aún no se conoce.) 


BCR. Al igual que las cadenas pesadas y las ligeras de las inmu- 
noglobulinas, uno de los dominios similares a Ig de cada subuni- 
dad de un TCR tiene una secuencia de aminoácidos variable; el 
otro dominio tiene una secuencia constante de aminoácidos (fig. 
17-20). Los estudios con cristalografía de rayos X mostraron que 
los dos tipos de receptores para antígenos también comparten 
una forma tridimensional similar. 


El complejo mayor de histocompatibilidad 


Durante la primera parte del siglo xx, los investigadores clínicos 
descubrieron que la sangre podía transfundirse de una persona a 
otra, siempre que ambos individuos fueran compatibles respecto 
del sistema ABO de grupo sanguíneo. El éxito de la transfusión 
condujo a la proposición de que también podía injertarse piel 
de un individuo en otro. Esta idea se probó durante la Segunda 
Guerra Mundial, cuando se intentaron los injertos cutáneos en 
pilotos y otros militares que habían sufrido quemaduras graves. 
Los injertos se rechazaron de manera pronta y completa. Des- 
pués de la guerra, los investigadores se dieron a la tarea de cono- 
cer la base del rechazo del tejido. Se descubrió que la piel podía 
trasplantarse con éxito entre ratones de la misma cepa endogá- 
mica, pero que los trasplantes entre ratones de distintas cepas se 
rechazaban. Los ratones de la misma cepa endogámica son una 
especie de gemelos y tienen material genético idéntico. Los es- 
tudios posteriores revelaron que los genes que regulan el rechazo 
de tejidos trasplantados se aglomeraban en una región del geno- 
ma llamada complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). 
Se han caracterizado cerca de 20 genes distintos para MHC, la 
mayor parte de ellos son muy polimórficos: se identifican más 
de 2 000 alelos distintos de los genes para MHC (cuadro 17-3), 
muchos más que en cualquier otro locus del genoma humano. 
Por lo tanto, es muy improbable que dos individuos en una po- 
blación tengan la misma combinación de alelos MHC. Esta es la 
razón por la que es tan probable que los órganos trasplantados se 
rechacen y por la que los pacientes deben recibir fármacos, como 


CUADRO 17-3 
Alelos MHC clase II 
Locus Número de alelos 
HLA-DRA 3 
HLA-DRB 542 
HLA-DQA 34 
HLA-DOQB 73 
HLA-DPA 23 
HLA-DPB 125 
HLA-DMA 4 
HLA-DMB 7 
HLA-DOA 12 
HLA-DOB 9 
Alelos MHC clase | 

Locus Número de alelos 
HLA-A 479 
HLA-B 805 
HLA-C 257 
HLA-E 9 
HLA-F 20 
HLA-G 7 


Nota: Existen varios otros alelos clase 1 que no se incluyen. 
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la ciclosporina A, para suprimir al sistema inmunitario después 
del trasplante. La ciclosporina A es un péptido cíclico producido 
por un hongo de tierra e inhibe una fosfatasa particular en la vía 
de señalización que conduce a la producción de las citocinas ne- 
cesarias para la activación de linfocitos T. Aunque estos fármacos 
ayudan a prevenir el rechazo del injerto, tornan a los individuos 
susceptibles a las infecciones oportunistas, por ejemplo las que 
afectan a las personas con enfermedades por inmunodeficiencia 
como el síndrome de inmunodeficiencia adquirida. 

Es evidente que las proteínas codificadas por el MHC no 
evolucionaron para prevenir el trasplante de órganos, lo cual con- 
duce a la pregunta sobre su función normal. Mucho después de 
su descubrimiento como antígenos de trasplante, se demostró 
que las proteínas MHC participan en la presentación de antí- 
genos. Algunos de los experimentos clave que condujeron a la 
comprensión actual de la presentación de antígenos se explican 
en la sección Vías experimentales al final del capítulo. 

Ya se mencionó que los linfocitos T se activan por un antí- 
geno que antes se dividió en pequeños péptidos y se presenta en 
la superficie de una célula presentadora de antígeno (APC). Es- 
tos pequeños fragmentos de antígeno se mantienen en la super- 
ficie de la APC sujetas por las proteínas MHC. Cada especie de 
molécula MHC puede unirse con una gran cantidad de péptidos 
distintos que comparten rasgos estructurales que les permiten 
ajustarse en su sitio de unión (fig. 17-24). Por ejemplo, todos los 
péptidos capaces de unirse con una proteína codificada por un 
alelo MHC particular, como HLA-B8, puede contener un ami- 
noácido específico en cierta posición, lo cual le permite ajustarse 
en el surco de unión a péptido. 

En virtud de que cada individuo expresa varias proteínas 
MEC distintas (como en la figura 17-214), y que cada varian- 
te MHC puede unirse con gran cantidad de péptidos diferentes 
(como en la figura 17-215), una célula dendrítica o un macró- 
fago deben ser capaces de presentar gran variedad de péptidos. 
Al mismo tiempo, no todas las personas son capaces de pre- 
sentar todos los péptidos posibles en forma eficaz, lo cual se 
considera un factor importante para establecer las diferencias 
de susceptibilidad en una población a distintas enfermedades 
infecciosas, incluido el sida. Por ejemplo, el alelo HLA-B*35 se 
relaciona con una progresión rápida a sida declarado, y el alelo 
HLA-DRB1*1302 se vincula con resistencia a cierto tipo de 
paludismo e infección por hepatitis B. Los alelos MHC pre- 
sentes en una determinada población han sido moldeados por 
selección natural. Las personas con alelos MHC más adecuados 
para presentar péptidos de un agente infeccioso particular tie- 
nen mayor probabilidad de sobrevivir a una infección por ese 
agente. Por el contrario, las personas que carecen de estos alelos 
tienen mayor probabilidad de morir sin transmitir sus alelos a 
los descendientes. Como resultado, las poblaciones tienden a ser 
más resistentes a las enfermedades a las que se expusieron sus 
ancestros. Esto podría explicar porqué las poblaciones nativas 
norteamericanas fueron devastadas por ciertas enfermedades, 
como el sarampión, que sólo produce síntomas leves en personas 
con ancestros europeos. 

Todo el proceso de la inmunidad mediada por linfocitos T 
se basa en que los pequeños péptidos derivados de las proteínas 
de un patógeno tienen estructura diferente respecto de los de- 
rivados de las proteínas del hospedador. Por consiguiente, uno 
o más péptidos mantenidos en la superficie de una APC sirven 


como una pequeña representación del patógeno, proporcionan a 
las células del sistema inmunitario un “vistazo” del tipo de pató- 
geno que está oculto dentro del citoplasma de la célula infectada. 
Casi todas las células del cuerpo pueden funcionar como APC. 
La mayor parte presenta el antígeno como una actividad inci- 
dental que alerta al sistema inmunitario sobre la presencia de un 
patógeno, pero algunas APC profesionales (p. ej., células den- 
dríticas, macrófagos y células B) se especializan en esta función, 
como se explica más adelante en este capítulo. 

Para que un linfocito T interactúe con una APC, sus TCR 
se acoplan con las moléculas MHC que se proyectan en la su- 
perficie de la APC (fig. 17-22). Esta interacción pone al TCR 
de un linfocito T' en una orientación que le permite reconocer el 
péptido específico presentado dentro de una hendidura de una 
molécula MHC. La interacción entre las proteínas MHC y los 
TCR se fortalece por los contactos adicionales que se forman 
entre los componentes de la superficie celular, como ocurre entre 
las moléculas CD4 o CD8 en una célula T y las proteínas MHC 
en una APC (fig. 17-22). Esta región especializada que se de- 
sarrolla ante un linfocito T y una APC se conoce como sinapsis 
inmunitaria. 


(b) 


FIGURA 17-21 Las APC humanas pueden presentar gran cantidad de 
péptidos. (a) Modelo esquemático de la variedad de moléculas MHC 
clase I que puede tener un individuo. Como se indica en el cuadro 17-3, 
esta clase de proteína MHC está codificada por seis alelos, tres de los 
cuales están representados por una mayor cantidad de alelos. Este indi- 
viduo particular es heterocigoto en los loci HLA-A, HLA-B y HLA-C 
y homocigoto en los HLA-E, HLA-F y HLA-G, lo que arroja un total 
de nueve moléculas MHC clase I distintas. (La diferencia entre MHC 
clases 1 y II se describe en la página 701.) (4) Modelo esquemático que 
ilustra la variedad de péptidos que puede presentar la proteína codificada 
con un solo alelo MHC. (El término “HLA” es un acrónimo de antígeno 
leucocítico humano [buman leucocyte antigen], lo cual refleja el descubri- 
miento de esas proteínas en la superficie de leucocitos.) 
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FIGURA 17-22 Interacción entre un macrófago y un linfocito T du- 
rante la presentación del antígeno. (a) Micrografía electrónica de los 
dos tipos de células durante su interacción. (4) Modelo esquemático 
que muestra algunas de las proteínas que intervienen en la interacción 
entre una APC y un linfocito T citotóxico (CTL) o célula T coopera- 
dora (T). El reconocimiento del antígeno ocurre cuando el TCR del 
linfocito T reconoce un fragmento peptídico del antígeno unido con 
una hendidura en una molécula MHC de la APC. Como se explica en 
el texto, los CTL reconocen el antígeno combinado con una molécu- 
la MHC clase I, en tanto que los linfocitos T4 reconocen el antígeno 
combinado con una molécula MHC clase II. CD8 y CDA son proteínas 
integrales de membrana expresadas por los dos tipos de linfocitos T que 
se unen con las moléculas MHC clases 1 y II, respectivamente. CD8 y 
CDA se describen como correceptores. (c) Micrografía de fluorescencia 
que muestra la sinapsis inmunitaria entre una APC y un linfocito T. Los 
TCR del linfocito T se ven en color verde, y las moléculas MHC II de 
la APC en rojo. La colocalización de los TCR y las moléculas MHC 
genera la fluorescencia amarilla en la sinapsis inmunitaria. (a: ALAN S. 
ROSENTHAL, TOMADA DE REGULATION OF THE IMMUNE RESPONSE- 
Rore or THE MAcROPHAGE, New ENGLAND JOURNAL OF MEDICINE, 
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November 1980, VoL. 303, #20, P. 1154. O 1980 MASSACHUSETTS 
MebIcAL SOCIETY; B: TOMADA DE L. CHATENOUD, MoL. Meb. Topay 
4:26, 1998, CON AUTORIZACIÓN DE ELSEVIER SCIENCE; C: TOMADA DE 
Brian A. COBB ET AL., CELL 117:683, 2004, corTEsÍA DE Dennis L. 
KASPER; CON AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 


Las proteínas MHC pueden subdividirse en dos grupos 
principales, moléculas MHC clase I y clase II. Las primeras 
consisten en una cadena polipeptídica codificada por un alelo 
MHC (conocido como la cadena pesada) relacionado en forma 
no covalente con un polipéptido no MHC denominado micro- 
globulina B, (fig. 1, pág. 711). Las diferencias en la secuencia de 
aminoácidos de la cadena pesada son las causantes de los drás- 
ticos cambios en la forma de la hendidura de unión con péptido 
de la molécula. Las moléculas MHC clase II también consisten 
en un heterodímero, pero ambas subunidades están codificadas 
por alelos MHC. Ambas clases de moléculas MHC, así como la 
microglobulina f,, contienen dominios similares a Ig y, por tan- 
to, son miembros de la superfamilia de la inmunoglobulina. En 
tanto que la mayoría de las células del cuerpo expresa moléculas 
MHC clase I en su superficie, las moléculas MHC clase II lo 
hacen sobre todo en las APC profesionales. 

Las dos clases de moléculas MHC presentan antígenos 
provenientes de distintos sitios de una célula, aunque hay in- 
formes de algunas superposiciones. Las moléculas MHC clase 
I son las principales encargadas de presentar antígenos que se 
originan en el citosol de una célula, esto es, proteínas endógenas. 


En cambio, las moléculas MHC clase II presentan sobre todo 
fragmentos de antígenos exógenos que ingresan a la célula por 
fagocitosis. Las vías propuestas por las cuales estas dos clases de 
moléculas MHC captan y presentan sus fragmentos de antíge- 
no en la membrana plasmática se describen a continuación y se 
muestran en la figura 17-23. 


E Procesamiento de complejos péptido-MHC clase I (fig. 17-234). 
Los antígenos localizados en el citosol de una APC se de- 
gradan hasta pequeños péptidos por acción de proteasas que 
forman parte de los proteosomas celulares (pág. 529). Estas 
proteasas dividen proteínas citosólicas en fragmentos de 
unos ocho a 10 residuos de largo, adecuados para unirse con 
una hendidura de una molécula MHC clase 1 (fig. 17-244). 
Luego, los péptidos se transportan por la membrana del re- 
tículo endoplásmico rugoso y hacia la luz de éste mediante 
una proteína dimérica llamada TAP (fig. 17-23a). Una vez 
en la luz del retículo endoplásmico, el péptido puede unirse 
con una molécula MHC clase I recién sintetizada, que es una 
proteína integral de la membrana del retículo endoplásmico. 
El complejo MHC-péptido se mueve por la vía biosintética 
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FIGURA 17-23 Vías clásicas de proceso para antígenos que se relacio- 
nan con moléculas MHC clases Iy II. (a) Vía propuesta para ensamble 
de un complejo MHC clase I-péptido. Esta vía ocurre en casi todos los 
tipos de células. En el paso 1, la cadena pesada de la proteína MHC se 
sintetiza en un ribosoma unido a la membrana y se traslada a la mem- 
brana del ER. La cadena pesada de MHC se relaciona con calnexina 
(paso 2), una chaperona en la membrana del ER, y el complejo dimérico 
se une con la cadena invariante B,m (paso 3). Luego, el complejo MHC se 
relaciona con otra proteína de la membrana del ER, TAP (paso 4). 
Mientras tanto, los antígenos citosólicos son incluidos en proteosomas 
(paso A) y se degradan en péptidos pequeños (paso B). Los péptidos se 
transportan a la luz del ER mediante la proteína TAP, donde se unen 
dentro de la hendidura de la molécula MHC (paso 5) con ayuda de un 
complejo grande de chaperonas marcadas PLC en la figura. PLC y la 
calnexina se disocian del complejo MHC (paso 6), que se transporta por 
la vía biosintética/secretora a través del complejo de Golgi (paso 7) 
hasta la membrana plasmática, donde está listo para interactuar con el 
TCR de un linfocito T citotóxico. (4) Una vía propuesta para el ensamble 
de un complejo MHC clase IH-péptido. Esta vía ocurre en las células 
dendríticas y otras APC profesionales. En el paso 1, la proteína MHC se 
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sintetiza en un ribosoma unido con la membrana y se traslada a la mem- 
brana del ER, donde se relaciona con li (paso 2), una proteína triméri- 
ca que bloquea el sitio de unión MHC-péptido. El complejo MHC-li 
pasa por el complejo de Golgi (paso 3) y al interior de una vesícula de 
transporte (paso 4). Mientras tanto, la APC capta un antígeno proteínico 
extracelular por endocitosis (paso A) y lo entrega a un lisosoma (paso B), 
donde el antígeno se fragmenta en péptidos. El lisosoma que contiene los 
fragmentos antigénicos se fusiona con la vesícula de transporte que con- 
tiene el complejo MHC-Ii (paso 5), lo que conduce a la degradación de la 
proteína li y la relación entre el fragmento peptídico antigénico y la mo- 
lécula MHC clase II (paso 6). El complejo MHC-péptido se transporta 
a la membrana plasmática (paso 7), donde está lista para interactuar con 
el TCR de un linfocito T. (Vota: no todos los antígenos exógenos siguen 
la vía clásica de MHC clase II mostrada en la parte b. También existe una 
vía por la cual las APC captan antígenos exógenos por endocitosis y los 
degradan en péptidos, que luego se unen y presentan en moléculas MCH 
clase I. Esta vía de presentación cruzada, como se llama, permite que los 
CTL se activen por un antígeno exógeno que de otra manera pasaría 
“desapercibido”.) (A: TOMADA DE D. B. WiLLIAMs ET AL., TRENDS CELL 
BroL. 6:271, 1996, CON AUTORIZACIÓN DE ELSEVIER SCIENCE.) 
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FIGURA 17-24 Los péptidos producidos por procesamiento de antíge- 
no se unen dentro de una hendidura de la molécula de proteína MHC. 
Estos modelos ilustran la unión de los péptidos de una molécula 


MHC clase I (a) y una MHC clase II (4). Las superficies de las molé- 


culas MHC se muestran en blanco y el péptido en el sitio de unión, en 


(fig. 8-20) hasta llegar a la membrana plasmática, donde se 
presenta el péptido. 


m Procesamiento de los complejos péptido-MHC clase II (fig. 
17-230). Las moléculas MHC clase II también se sintetizan 
como proteínas de membrana del retículo endoplásmico ru- 
goso, pero se unen de manera no covalente con una proteína 
llamada li, que bloquea el sitio de unión con péptido de la 
molécula MHC (fig. 17-230). Después de su síntesis, el com- 
plejo MHC clase 11-Li sale del retículo endoplásmico por la 
vía biosintética, guiada por secuencias directrices localizadas 
dentro del dominio citoplásmico de li. Se cree que las mo- 
léculas MHC clases I y II se separan unas de otras en la red 
trans de Golgi (IGN), que es el compartimiento principal 
de clasificación en la vía biosintética (pág. 292). Un complejo 
péptido-MHC clase I se dirige hacia la superficie celular, en 
tanto que el complejo MHC clase 11-11 lo hace a un endoso- 
ma o lisosoma, donde se digiere la proteína li por acción de 
proteasas ácidas. Después se libera una molécula MHC clase 
II y se une con péptidos digeridos de los antígenos que ingre- 
saron a la célula y se dirige por la vía endocítica (fig. 17-230).? 
Más tarde, el complejo péptido-MHC clase II se traslada a la 
membrana plasmática, donde se presenta, como se muestra en 


la figura 17-242. 
Una vez en la superficie de una APC, las moléculas MHC 


dirigen la interacción de la célula con los distintos tipos de lin- 
focitos T (fig. 17-22). Los linfocitos T citotóxicos (CTL) reco- 
nocen su antígeno relacionado con la molécula MHC clase I; 
se dice que están restringidos a MHC clase I. En circunstancias 


¿Los péptidos generados en los lisosomas y unidos a moléculas MHC clase II 
tienden a ser más largos (10 a 25 residuos) que los generados en los proteosomas 
y unidos a moléculas MHC clase I (ocho a 10 residuos). 


(b) 


color. El péptido de (a) deriva de la proteína de la matriz del virus de la 
influenza y el péptido de (5) proviene de la proteína hemaglutinina del 
virus de la influenza. El extremo N de cada péptido está a la izquierda. 
(A Y B: POR CORTESÍA DE T. JARDETZKY; TOMADA DE TRENDS BIOCHEM. 
Scr. 22:378, 1997, CON AUTORIZACIÓN DE ELSEVIER SCIENCE.) 


normales, las células del cuerpo que entran en contacto con los 
CTL presentan fragmentos de sus propias proteínas normales 
relacionadas con sus moléculas MHC clase I. Los linfocitos 
T ignoran a las células normales que presentan fragmentos de 
proteínas normales, ya que tales linfocitos capaces de unirse con 
gran afinidad con péptidos derivados de las proteínas celulares 
normales se eliminan durante su desarrollo en el timo. En cam- 
bio, cuando una célula está infectada, presenta fragmentos de las 
proteínas virales relacionadas con sus moléculas MHC clase 1. 
Los CTL reconocen a las células que tienen TCR con sitios de 
unión complementarios con los péptidos virales y la célula in- 
fectada se destruye. Es probable que la presentación de un solo 
péptido ajeno en la superficie de una célula sea suficiente para 
suscitar el ataque de un CTL. Como virtualmente todas las célu- 
las del cuerpo expresan moléculas MHC clase I en su superficie, 
los CTL pueden combatir una infección sin importar el tipo de 
célula afectada. Los CTL también reconocen y destruyen células 
que presentan proteínas anormales (mutadas) en su superficie, lo 
cual participa en la eliminación de células tumorales que pudie- 
ran poner en riesgo la vida. 

En contraste con los CTL, los linfocitos T cooperadores re- 
conocen a su antígeno relacionado con las moléculas MHC clase 
I; se dice que son MHC clase II restringidas. En consecuencia, 
los linfocitos T cooperadores se activan sobre todo por antígenos 
exógenos (p. ej., extraceluares) (fig. 17-230), como los que for- 
man parte de las paredes celulares bacterianas o toxinas bacteria- 
nas. Las moléculas MHC clase II se encuentran en particular 
en los linfocitos B, células dendríticas y macrófagos. Éstas son las 
celulas linfoides que ingieren materiales extraños extracelulares y 
presentan los fragmentos a los linfocitos T cooperadores; cuando 
estos últimos se activan de dicha manera pueden estimular a los 
linfocitos B para producir anticuerpos solubles, que se unen con 
antígenos exógenos siempre que se localicen en el cuerpo. 
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Distinción entre lo propio y lo ajeno 


Las linfocitos T obtienen su identidad en el timo. Cuando una 
célula germinal migra de la médula ósea al timo, carece de proteí- 
nas superficiales que medien la función de la célula T, en especial 
los TCR. Los linfocitos T proliferan en el timo para generar una 
población de precursores de los mismos. Después, cada una de 
estas células se somete a recombinaciones de DNA que le permi- 
ten producir un TCR específico. Luego, tales células se someten 
a un proceso complejo de detección en el timo en el que se selec- 
cionan las células con receptores de linfocitos T potencialmente 
útiles (fig. 17-25). Los estudios sugieren que las células epiteliales 
del timo producen pequeñas cantidades de una gran variedad de 
proteínas que en condiciones normales se limitan a otros tejidos 
en el cuerpo. La producción de estas proteínas podría estar bajo 
el control de un regulador especial de la transcripción (llamado 
AIRE), sólo presente en el timo. Según este modelo, el timo re- 
crea un ambiente en el cual los linfocitos T en desarrollo pueden 
obtener muestras de proteínas que contienen una enorme varie- 
dad de los epitopos únicos del cuerpo. Los linfocitos T cuyos 
TCR tengan afinidad marcada por los péptidos derivados de las 
propias proteínas corporales se destruyen (fig. 17-254). Este pro- 
ceso de selección negativa reduce mucho la probabilidad de que 
el sistema inmunitario ataque los tejidos del propio cuerpo. Las 
personas que carecen de un gen AIRE funcional sufren una en- 
fermedad autoinmunitaria grave (llamada APECED), en la que 
muchos órganos son sujeto de ataque inmunitario. 

La generación de linfocitos T requiere más que selección 
negativa. Cuando un TCR interactúa con un péptido ajeno 
en la superficie de una APC, debe reconocer tanto al péptido 
como a la molécula MHC que sostiene ese péptido (descrito 
en la página 712). Por consiguiente, las células cuyos TCR no 
reconozcan las moléculas MHC propias tienen poco valor. El 


Célula tímica Célula tímica Célula tímica 
MHC MHC > MHC 
O i i 
Linfocito Linfocito Linfocito 
T T T 
Afinidad intensa Sin afinidad Afinidad débil 
APOPTOSIS APOPTOSIS SUPERVIVENCIA 

(selección negativa) (muerte por abandono) (selección positiva) 
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FIGURA 17-25 Determinación del destino de un linfocito T recién for- 
mado en el timo. En el timo se lleva a cabo un proceso de detección que 
selecciona los linfocitos T con los TCR apropiados. (a) Los linfocitos 
T cuyo TCR posee una gran afinidad por moléculas MHC que llevan 
péptidos propios se eliminan por apoptosis (selección negativa). (4) Los 
linfocitos T cuyo TCR no reconoce a las moléculas MHC que llevan 
péptidos propios también mueren por apoptosis (muerte por abandono). 
(c) En cambio, los linfocitos T cuyo TCR muestra una débil afinidad por 
moléculas MHC con péptidos propios sobreviven (selección positiva) 
para constituir la población de linfocitos T periféricos del cuerpo. 


sistema inmunitario detecta tales células mediante la necesidad 
de que los linfocitos T reconozcan los complejos MHC propio- 
péptido propio con baja afinidad. Las linfocitos T cuyos TCR 
son incapaces de reconocer los complejos MHC propios mueren 
dentro del timo por falta de señales de crecimiento, un proceso 
denominado “muerte por abandono” (fig. 17-254). En cambio, 
los linfocitos T cuyos TCR muestran un reconocimiento débil 
(baja afinidad) hacia los complejos propios-MHC se estimulan 
para que permanezcan vivos, pero no se activan (fig. 17-250). 
Este proceso de supervivencia selectiva se conoce como selección 
positiva. Se estima que menos de 5% de los linfocitos T tímicos 
sobrevive a estos fenómenos de selección positiva y negativa.* 

Se piensa que las células que reconocen moléculas MHC 
clase 1 se convierten en linfocitos T citotóxicos (CD47CD8*), 
y las que reconocen moléculas MHC clase II se convierten en 
linfocitos T cooperadores (CD4*CD8”). Ambos tipos de linfo- 
citos T salen del timo y circulan por periodos prolongados por 
la sangre y la linfa. En esta etapa, se describen como linfocitos T 
inocentes porque aún no se encuentran con el antígeno específi- 
co con el que puede unirse su TCR. A medida que pasan por los 
tejidos linfoides, dichos linfocitos entran en contacto con varias 
células que mantienen su supervivencia en un estado de reposo o 
inducen su activación. 

Conforme se filtran por los ganglios linfáticos y otros teji- 
dos linfáticos periféricos, los linfocitos T exploran las superficies 
de las células en busca de un péptido inapropiado unido con una 
molécula con MHC propio. Los linfocitos T CD4* se activan 
por un péptido ajeno unido con una molécula de MHC clase 
II propia, mientras que los linfocitos T CD8* se activan con 
péptidos extraños unidos con una molécula de MHC propia de 
clase I. Los linfocitos T CD8* también responden con intensi- 
dad a las células que tienen moléculas de MHC ajenas, como las 
células de un órgano trasplantado de un donador no compatible. 
En este último caso, inician un amplio ataque contra las células 
del injerto, lo cual puede producir el rechazo del órgano. En con- 
diciones fisiológicas normales, se impide la activación de los lin- 
focitos autorreactivos (linfocitos capaces de reaccionar con los 
propios tejidos del cuerpo) mediante varios mecanismos que aún 
no se comprenden y operan fuera del timo, en los tejidos periféri- 
cos. Como se explica en la sección Perspectiva humana, una falla 
en estos mecanismos conduce a la producción de anticuerpos y 
linfocitos T autorreactivos que causan daño hístico crónico. 


Los linfocitos se activan por señales 
en la superficie celular 


Los linfocitos se comunican con otras células mediante matrices 
de proteínas de la superficie celular. Como se explicó antes, la ac- 
tivación de los linfocitos T requiere la interacción entre el TCR 
de los mismos y un complejo péptido-MHC en la superficie de 
otra célula. Dicha interacción brinda la especificidad, que asegu- 
ra sólo la activación de los linfocitos T que puedan unirse con el 
antígeno, la cual también requiere una segunda señal, llamada 
señal coestimuladora, que proviene de un segundo tipo de recep- 


¿Los linfocitos B son sujetos a procesos selectivos que causan la muerte o 
desactivación de aquellos capaces de producir anticuerpos autorreactivos. En 
algunos casos las cadenas ligeras de anticuerpos autorreactivos se sustituyen por 
una nueva cadena ligera codificada por un gen de Ig que ha sido reordenado 
secundariamente en un proceso llamado edición de receptor. 
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tor en la superficie de una célula T. Dicho receptor es distinto y 
está separado del TCR. A diferencia del TCR, el receptor que 
emite la señal coestimuladora no es específico para un antíge- 
no particular y no necesita unirse con una molécula MHC. De 
estas interacciones, la más estudiada es la que sucede entre los 
linfocitos T cooperadores y las células presentadoras de antígeno 
profesionales (p. ej., células dendríticas y macrófagos). 


Activación de los linfocitos T cooperadores (T,) por las 
APC profesionales Los linfocitos Tą reconocen fragmentos 
de antígeno en la superficie de las células dendríticas y macró- 
fagos que se alojan en la hendidura de unión de las moléculas 
MHC clase II. Una señal coestimuladora llega a la célula Ty 
como resultado de la interacción entre una proteína conocida 
como CD28 en la superficie de la célula T,, y un miembro de la 
familia B7 de proteínas en la superficie de la APC (fig. 17-264). 
La proteína B7 aparece en la superficie de la APC después que 
el fagocito ingiere el antígeno ajeno. Si la célula T, no recibe esta 
segunda señal de la APC, en lugar de activarse se vuelve no reac- 
tiva (anérgica) o se destina a la apoptosis (se borra). Como las 
APC profesionales son las únicas células capaces de emitir una 
señal coestimuladora, sólo ellas pueden iniciar una respuesta de 
los linfocitos T. Como resultado, las células normales del cuer- 
po que tienen proteínas capaces de combinarse con los TCR de 
un linfocito T no pueden activar a las células T. Por lo tanto, la 
necesidad de dos señales de activación de una célula T} protege 
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FIGURA 17-26 Activación de linfocitos. (2) Esquema de la interacción 
entre una APC profesional, en este caso una célula dendrítica madura, y 
un linfocito T,,. La especificidad en esta interacción entre células deriva 
de la identificación que hace el TCR de la célula T, del complejo MHC 
clase II-péptido presentado en la superficie de la célula dendrítica. La 
interacción entre CD28 del linfocito T y una proteína B7 de la célula 
dendrítica genera una señal coestimulatoria inespecífica necesaria 
para la activación del linfocito T. (Recuadro) Micrografía electrónica 
de barrido de una célula dendrítica madura (anaranjado) que presenta 
antígeno a varios linfocitos T (verde). (5) Esquema de la interacción 
entre un linfocito T',, activado y un linfocito B. La especificidad de esta 


a las células normales del cuerpo de un ataque autoinmunitario 
por las células T}. 

Antes de su interacción con una APC, una célula T puede 
describirse como una célula en reposo, es decir, que se retiró del 
ciclo celular (una célula en G, pág. 562). Una vez que recibe la 
doble señal de activación, la célula T} se estimula para reingresar 
a la fase G, del ciclo celular y al final pasar por la fase S y la mito- 
sis. Por lo tanto, la interacción de los linfocitos T con un antígeno 
específico induce la proliferación (expansión clonal) de las células 
capaces de responder a ese antígeno. Además de inducir la divi- 
sión celular, la activación de una célula T,, hace que sintetice y 
secrete citocinas (en particular IL-2). Las citocinas producidas 
por linfocitos T activadas actúan sobre otras células del sistema 
inmunitario (incluidas células B y macrófagos), así como otra vez 
en los linfocitos T que secretaron las moléculas. El cuadro 17-1 
muestra la fuente y función de varias citocinas. 

En este capítulo se revisó cómo las respuestas inmunitarias 
se estimulan por ligandos que activan las vías de señalización de 
los receptores. Sin embargo, muchos de estos fenómenos tam- 
bién dependen de estímulos inhibidores, por la que la respuesta 
final de la célula depende del equilibrio entre las influencias po- 
sitivas y negativas. Por ejemplo, la interacción entre CD28 y una 
proteína B7 emite una señal positiva para la célula T que condu- 
ce a su activación. Una vez que la célula T se activa, produce otra 
proteína de la superficie celular llamada CTLA4 con estructura 
similar a CD28 y que también interactúa con las proteínas B7 de 
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interacción entre células deriva del reconocimiento que hace el TCR 
en la célula T} del complejo MHC clase II-péptido presentado en la 
superficie del linfocito B. El péptido presentado por este linfocito procede 
de las moléculas de proteína que al principio se unieron a los BCR en 
la superficie celular. Tales antígenos unidos se captan por endocitosis, se 
fragmentan en los lisosomas y se unen a moléculas MHC clase II, como 
en la figura 17-230. (Tomana DE E. LINDHOUT ET AL. IMMUNOL. TODAY 
18:574,1997, CON AUTORIZACIÓN DE ELSEVIER SCIENCE. MICROGRAFÍA 
DEL RECUADRO: REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE P. FRIEDL, A. T. 
DEN Borr, Y M. GunzEr, NATURE Revs. ImmunoLocY 5:533, 2005; 
O COPYRIGHT 2005, POR MACMILLAN MAGAZINES LIMITED.) 
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la APC. No obstante, a diferencia de la interacción CD28-B7, 
el contacto entre CTLA4 y B7 conduce a la inhibición de la 
respuesta de la célula T y no a su activación. La necesidad de 
equilibrio entre la activación y la inhibición es más evidente en 
los ratones que se modificaron mediante ingeniería genética para 
que no tuvieran el gen que codifica CTLA4. Estos ratones mue- 
ren como consecuencia de una proliferación masiva de linfocitos 
T. Como se hace notar en la página 708, en fecha reciente se dio 
uso clínico al conocimiento sobre la función de CTLA4. 


Activación de linfocitos B por linfocitos T,, Los linfocitos 
T;, se unen con células B cuyos receptores reconocen al mismo 
antígeno. Al principio, el antígeno se une con la inmunoglobu- 
lina (BCR) en la superficie de las células B. Los antígenos cap- 
tados por estas últimas pueden ser proteínas solubles del medio 
extracelular o proteínas unidas a la membrana plasmática de 
otras células. En el segundo caso, la célula B obtiene el antíge- 
no extendiéndose sobre la superficie externa de la célula blanco 
y reuniendo los complejos BCR-antígeno en una masa central. 
Luego, el antígeno unido se introduce a la célula B, donde se 
procesa por medios enzimáticos y sus fragmentos se presentan 
combinados con las moléculas MHC clase II (fig. 17-260). El 
reconocimiento del fragmento peptídico por el TCR conduce a 
la activación de la célula T,,, la cual responde mediante activa- 
ción de la célula B. La activación de una célula B se alcanza después 
de la transmisión de varias señales de la célula T} a la célula B. 
Algunas de estas señales se transmiten en forma directa de una 
superficie celular a la otra mediante la interacción entre proteínas 
complementarias, como CD40 y el ligando de CD40 (CD40L) 
(fig. 17-265). La unión de CD40 y CD40L genera señales que 
ayudan a la célula B a pasar del estado G, al ciclo celular. Otras 
señales se transmiten por citocinas liberadas por la célula T hacia 
el espacio que la separa de la célula B cercana. Este proceso es 
parecido a la forma en que los neurotransmisores actúan a través 
de una sinapsis neural (pág. 163). Las citocinas que liberan los 
linfocitos T hacia la “sinapsis inmunitaria” incluyen IL-4, IL-5, 
IL-6 e IL-10. Se cree que la interleucina 4 estimula a la célula 
B para cambiar de la producción de la clase IgM a la clase IgG 
o IgE. Otras citocinas inducen la proliferación, diferenciación y 
actividades secretoras de los linfocitos B. 


Vías de transducción de señales 
en la activación de linfocitos 


En el capítulo 15 se explica la manera en que las hormonas, fac- 
tores de crecimiento y otros mensajeros químicos se unen con 
receptores en las superficies externas de las células blanco, para 
iniciar un proceso de transducción de señal que transmite in- 
formación a los compartimientos internos de la célula. En ese 
capítulo se explica el modo en el que una gran variedad de mo- 
léculas mensajeras extracelulares transmite información por unas 
cuantas vías de transducción de señales. La estimulación de los 
linfocitos ocurre por un mecanismo similar y emplea muchos de 
los mismos componentes utilizados por las hormonas y factores 
de crecimiento que actúan sobre otros tipos de células. 

Cuando una célula T se activa por una célula dendrítica, o 
una célula B por una Tp las señales se transmiten de la membra- 
na plasmática al citoplasma mediante tirosina cinasas, similares 
a las señales descritas en el capítulo 15 para la insulina y los fac- 


tores de crecimiento. A diferencia de los receptores para insulina 
y factores de crecimiento (pág. 623), los receptores antigénicos 
de los linfocitos carecen de actividad tirosina cinasas inherentes. 
En lugar de ello, la unión del ligando con los receptores de an- 
tígeno causa reclutamiento de moléculas citoplásmicas de esta 
enzima hacia la superficie interna de la membrana plasmática. Se 
cree que este proceso se facilita por el movimiento de receptores 
activados hacia las balsas lipídicas (pág. 135). Se han referido 
tirosina cinasas distintas en la transducción de señal durante la 
activación de linfocitos, incluidos miembros de las familias Src 
y Tec. Src fue la primera tirosina cinasa en identificarse y es el 
producto del primer oncogén causante de cáncer que se descu- 
brió (sección 16.3). 

La activación de estas tirosina cinasas inicia una cascada 
de fenómenos y la activación de muchas vías de transducción de 
señal, incluidas las siguientes: 


1. Activación de la fosfolipasa C, que da origen a la formación 
de trifosfato de inositol y diacilglicerol. Como se explica en la 
página 617, el trifosfato de inositol causa un aumento marca- 
do de los niveles de Ca?* citosólico, mientras que el diacilgli- 
cerol estimula la proteína cinasa C. 


2. Activación de Ras, que deriva en la activación de la cascada de 
cinasas de MAP (pág. 627). 

3. Activación de PI3K, enzima que cataliza la formación de 
mensajeros lipídicos unidos con la membrana que tienen di- 
versas funciones en la célula (pág. 632). 


La transmisión de señales por estas vías diversas y otras más 
conduce a la activación de varios factores de transcripción (p. ej., 
NF-kB y NFAT), así como a la transcripción resultante de doce- 
nas de genes que no se expresan en los linfocitos B o T en reposo. 

Como se mencionó antes, una de las respuestas más impor- 
tantes de un linfocito activado es la producción y secreción de 
citocinas, algunas de las cuales pueden actuar de nueva cuenta 
sobre la célula que las liberó. Al igual que otras señales extrace- 
lulares, las citocinas se unen con receptores en la superficie de las 
células blanco, lo que genera señales citoplásmicas que actúan en 
varios blancos intracelulares. Las citocinas usan una vía nueva de 
transducción de señal conocida como vía JAK-STAT que opera 
sin la participación de segundos mensajeros. La porción “JAK?” 
del nombre es un acrónimo para cinasas de Jano, una familia de 
tirosina cinasas citoplásmicas cuyos miembros se activan después 
de la unión de una citocina a un receptor en la superficie celular. 
(Jano era un dios romano de dos caras que protegía las entradas 
y las puertas.) STAT es el acrónimo de “transductores de señal y 
activadores de la transcripción” (signal transducers and activators 
of transcription), una familia de factores de transcripción que se 
activan cuando uno de sus residuos de tirosina se fosforila por 
efecto de una JAK (fig. 15-170). Una vez fosforiladas, las molé- 
culas STAT interactúan para formar dímeros que se trasladan del 
citoplasma al núcleo, donde se unen con secuencias específicas 
de DNA, como un elemento de respuesta estimulado por inter- 
ferón (ISRE). Los ISRE se encuentran en las regiones regulado- 
ras de alrededor de una docena de genes que se activan cuando la 
célula se expone a la citocina interferón alfa (IFN-a). 

Como sucede con las hormonas y factores de crecimiento 
que se describieron en el capítulo 15, la respuesta específica de 
una célula depende del receptor de citocina particular que par- 


ticipe y las JAK y STAT particulares que se encuentren en esa 
célula. Por ejemplo, ya se mencionó que IL-4 induce el cambio 
de clase de inmunoglobulina en los linfocitos B. Esta respuesta 
sigue a la fosforilación inducida por IL-4 del factor de trans- 
cripción STAT6, que se halla en el citoplasma de los linfocitos B 
activados. La resistencia a la infección viral inducida por inter- 
ferones (pág. 686) está mediada por la fosforilación de STAT1. 
La fosforilación de otras moléculas STAT puede conducir a la 
progresión de la célula blanco por el ciclo celular. 


1. Dibuje la estructura básica de una molécula de IgG 
unida con un epitopo de un antígeno. Señale las 
cadenas pesadas y las ligeras; las regiones variables y 
constantes de cada cadena; y las regiones que contienen 
las secuencias hipervariables. 


2. Dibuje la organización básica de los genes de la línea 
germinal que participan en la codificación de las 


El sistema inmunitario requiere interacciones complejas y muy específi- 
cas entre muchos tipos diferentes de células y moléculas. Deben ocurrir 
muchos fenómenos para que pueda iniciarse una respuesta inmunitaria 
humoral o mediada por células, lo cual hace a estos procesos susceptibles 
de interrupción en varias etapas por interferencia de muchos factores. 
Entre los diversos tipos de disfunciones inmunitarias figuran las en- 
fermedades autoinmunitarias, que se producen cuando el cuerpo es- 
tablece una respuesta inmunitaria contra una parte de sí mismo. Se han 
caracterizado más de 80 enfermedades autoinmunitarias distintas que 
afectan a casi 5% de la población. 

Como la especificidad de los receptores para antígeno de los lin- 
focitos T y B se establece por un proceso de recombinación génica alea- 
toria, es inevitable que algunos miembros de estas poblaciones celulares 
tengan receptores dirigidos contra las propias proteínas del cuerpo (an- 
tígenos propios). Los linfocitos que se unen con los antígenos propios 
con gran afinidad tienden a eliminarse de la población linfocitaria, lo 
que torna al sistema inmunitario folerante consigo mismo. Sin embargo, 
algunos de los linfocitos autorreactivos generados en el timo y la mé- 
dula ósea escapan de los procesos de selección negativa del cuerpo, lo 
que les confiere el potencial para atacar tejidos normales del cuerpo. En 
individuos sanos es fácil demostrar la presencia de linfocitos B y T ca- 
paces de reaccionar contra los tejidos del cuerpo. Por ejemplo, cuando 
se aíslan linfocitos T de la sangre y se tratan in vitro con una proteína 
propia normal, junto con la citocina IL-2, es probable que una pequeña 
cantidad de células de la población prolifere para formar un clon de 
células que reacciona con el antígeno propio. De igual manera, si se in- 
yectan animales de laboratorio con una proteína propia purificada junto 
con un coadyuvante, que es una sustancia inespecífica que intensifica la 
respuesta al antígeno inyectado, establecen una respuesta inmunitaria 
contra los tejidos en los que se encuentra esa proteína. En circunstancias 
normales, los linfocitos B y T capaces de reaccionar contra antígenos 
propios se inhiben mediante linfocitos Tp., para antígenos específicos 
(pág. 692) o mediante otros mecanismos supresores. Cuando estos me- 
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cadenas ligeras y pesadas de una molécula de IgG. ¿En 
qué difiere de su disposición en el genoma de una célula 
productora de anticuerpo?, ¿qué pasos suceden para 
producir esta recombinación de DNA? 
3. Mencione tres mecanismos que contribuyan a la 
variabilidad en las regiones V de las cadenas de 
anticuerpos. 
Compare y analice la estructura de los receptores de 
antígeno en los linfocitos B y T. 
Describa los pasos del procesamiento de un antígeno 
citosólico en una APC. ¿Cuál es la función de las 
proteínas MHC en este proceso? 
6. Mencione las similitudes y diferencias de las funciones 
de una molécula MHC clase I y una de clase II. ¿Qué 
tipos de APC utiliza cada clase de molécula MHC y 
qué tipos de células las reconocen? 
Describa los pasos comprendidos entre la etapa en que 
un macrófago ingiere una bacteria y la etapa en la que 
las células plasmáticas producen anticuerpos que se 
unen a la bacteria y neutralizan su capacidad infecciosa. 


A 


Y 


> 


PERSPECTIVA HUMANA 


Enfermedades autoinmunitarias 


canismos fallan, una persona puede sufrir una enfermedad autoinmuni- 
taria, incluidas las que se describen a continuación. 


1. La esclerosis múltiple (MS) es una afección inflamatoria que casi 
siempre afecta a adultos jóvenes, causa daño neurológico grave y a 
menudo progresivo. La MS se debe al ataque por células inmunita- 
rias y anticuerpos contra la vaina de mielina que rodea los axones 
de las células nerviosas (pág. 162). Estas vainas forman la sustancia 
blanca del sistema nervioso central. La desmielinización de los ner- 
vios ocasionada por este ataque inmunitario interfiere con la produc- 
ción de impulsos nerviosos a lo largo de los axones, lo que disminuye 
la función visual, causa problemas para la coordinación motora y al- 
teraciones en la sensibilidad. Una enfermedad similar a la esclerosis 
múltiple, la encefalomielitis alérgica experimental, puede inducirse 
en animales de laboratorio mediante la inyección de proteína básica 
de mielina, un componente principal de la membrana plasmática de 
la mielina. Además, la enfermedad puede transferirse a ratones sanos 
de la misma cepa mediante inyección de linfocitos T de un individuo 
enfermo. 

2. La diabetes dependiente de insulina (IDDM) suele llamarse dia- 
betes de inicio juvenil o diabetes tipo 1 porque tiende a originarse en 
niños y es resultado de la destrucción autoinmunitaria de las células 
pancreáticas ß secretoras de insulina. Los linfocitos T autorreactivos 
median la destrucción de estas células. En la actualidad, los pacien- 
tes con diabetes tipo 1 reciben dosis diarias de insulina. Aunque la 
hormona les permite vivir, estos individuos aún están sometidos a 
enfermedad degenerativa de los riñones, vasos sanguíneos y retina. 

3. La enfermedad de Graves y la tiroiditis son anomalías autoinmuni- 
tarias de la tiroides que producen síntomas muy distintos. En la en- 
fermedad de Graves, el blanco del ataque inmunitario es el receptor 
para hormona estimulante de la tiroides (TSH) en la superficie de 
las células tiroideas que en condiciones normales se une con la TSH 
proveniente de la hipófisis. En los sujetos con esta anomalía, los au- 
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toanticuerpos se unen con el receptor TSH, lo que causa estimula- 
ción prolongada de las células tiroideas y produce hipertiroidismo 
(aumento de las concentraciones sanguíneas de hormona tiroidea). 
La tiroiditis (o tiroiditis de Hashimoto) es consecuencia del ataque 
inmunitario contra una o más de las proteínas comunes de las células 
tiroideas, incluida la tiroglobulina. La destrucción resultante de la 
glándula tiroides da origen al hipotiroidismo (disminución de las 
concentraciones sanguíneas de hormona tiroidea). 

4. La artritis reumatoide afecta a casi 1% de la población y se caracte- 
riza por la destrucción progresiva de las articulaciones por una casca- 
da de respuestas inflamatorias. En una articulación normal, la mem- 
brana sinovial que recubre la cavidad sinovial sólo tiene una capa 
de grosor. En las personas con artritis reumatoide, esta membrana 
se inflama y engruesa por la infiltración de células inmunitarias au- 
torreactivas y autoanticuerpos en la articulación. Con el tiempo, el 
cartílago se sustituye por tejido fibroso, lo cual causa inmovilización 
de la articulación. 

5. El lupus eritematoso sistémico (SLE) deriva su nombre (“lobo 
rojo”) del exantema que aparece en las mejillas durante las etapas 
iniciales de evolución. A diferencia de las otras enfermedades auto- 
inmunitarias descritas antes, el SLE pocas veces se limita a un ór- 
gano particular, sino que ataca tejidos de todo el cuerpo, incluido el 
sistema nervioso central, riñones y corazón. El suero de los pacientes 
con SLE contiene anticuerpos dirigidos contra varios componentes 
que se encuentran en el núcleo de las células, incluidas pequeñas 
ribonucleoproteínas nucleares y proteínas de los centrómeros de los 
cromosomas, y contra el DNA bicatenario, lo que es más notable 
aún. Estudios recientes sugieren que se produce autoinmunidad 
cuando TLR que normalmente reconocen DNA y RNA microbia- 
nos (pág. 685) se unen por error a macromoléculas informativas del 
propio organismo. La incidencia de SLE es muy alta entre las mu- 
jeres en edad reproductiva, lo que sugiere cierta participación de las 
hormonas femeninas en el inicio de la enfermedad. 


No todos los miembros de la población tienen la misma suscepti- 
bilidad para desarrollar alguna de estas anomalías autoinmunitarias. La 
mayor parte de estos trastornos son mucho más frecuentes en ciertas 
familias que en la población general, lo que indica un fuerte compo- 
nente genético en su desarrollo. Aunque se ha demostrado que distintos 
genes incrementan la susceptibilidad a las enfermedades autoinmunita- 
rias, los que codifican los polipéptidos MHC clase II son los que tienen 
un vínculo más notorio. Por ejemplo, las personas que heredan ciertos 
alelos del locus MHC son muy susceptibles a desarrollar diabetes tipo 1 
(IDDM). Se cree que las células que tienen moléculas MHC codifica- 
das por el alelo susceptible pueden unirse con algún péptido particular 
que estimula la formación de autoanticuerpos contra las células B secre- 
toras de insulina del páncreas. 

Es probable que sea necesaria la presencia de alelos de alto riesgo 
para que un individuo desarrolle ciertas enfermedades autoinmunita- 


FIGURA 1 Exantema en mariposa, un síntoma temprano común del lu- 
pus eritematoso sistémico. (CORTESÍA DE Lupus FOUNDATION OF ÂME- 
RICA, Inc.) 


rias, pero no es el único factor contribuyente. Los estudios en gemelos 
idénticos indican que si uno de los gemelos desarrolla una enfermedad 
autoinmunitaria, la probabilidad de que el otro gemelo la presente varía 
entre 25 y 75%, no el 100% como se esperaría si la genética fuera el 
único factor contribuyente. 

El gran progreso que se ha hecho en los últimos 20 años en el co- 
nocimiento de las bases celulares y moleculares de la inmunidad derivó 
en nuevos tratamientos prometedores para varias enfermedades autoin- 
munitarias. Tales tratamientos se han probado en modelos animales (p. 
ej., animales en los que pueden inducirse afecciones similares a las de 
los seres humanos) y hay pruebas clínicas en desarrollo. Existen varias 
terapias distintas bajo prueba o en uso: 


m Tratamiento con agentes inmunosupresores, como la ciclosporina 
A que bloquea la respuesta inmunitaria. Como estos fármacos 
son inespecíficos, inhiben todos los tipos de respuestas inmuni- 
tarias, por lo que dejan al paciente muy susceptible a infecciones 
peligrosas. 


m Restauración de la tolerancia inmunitaria ante los antígenos propios 
para que el cuerpo ya no produzca autoanticuerpos y linfocitos T 
autorreactivos. De todas las estrategias explicadas en esta sección, 
esta es la única que promete la posibilidad de un tratamiento para 
antígenos específicos; todas las demás ejercen una influencia ines- 
pecífica en el sistema inmunitario. Una forma de inducir tolerancia 
ante antígenos específicos es administrar péptidos (llamados APL) 
parecidos a los péptidos que se generarían de los antígenos propios 
causantes de la enfermedad. Se espera que tales APL se unan con 
los TCR en forma no óptima, lo que bloquearía la activación de 
los linfocitos T y reduciría la secreción de citocinas inflamatorias (p. 
ej., TNF-a e IEN-a). Un fármaco de este tipo (acetato de glatirá- 
mero) consiste en una mezcla de péptidos sintéticos con estructura 
parecida a la proteína básica de la mielina. Este compuesto podría 
reducir la frecuencia de las recaídas en pacientes con esclerosis múl- 
tiple, pero no detiene la progresión de la enfermedad y podría tener 
efectos secundarios alérgicos graves. Otra forma de inducir toleran- 
cia inmunitaria es administrar una versión modificada de la proteína 
CTLA4, que se une con la proteína coestimulante B7 en la superfi- 
cie de las APC e inhibe la capacidad de las células para activar a los 
linfocitos autorreactivos. El abatacept, que actúa de esta manera, está 
aprobado para pacientes con artritis reumatoide. Muchos investiga- 
dores creen que la mejor estrategia a largo plazo para restablecer la 
tolerancia a un antígeno específico es tratar a la persona con sus pro- 
pios linfocitos Tp, En esta estrategia, los linfocitos T',,, deseados se 
aíslan de la sangre del paciente, se permite que proliferen de manera 
extensa in vitro y luego se reinyectan al paciente en un intento por 
suprimir las células inmunitarias autorreactivas específicas que rea- 
lizan el ataque inmunitario. Se han iniciado varios estudios clínicos 
con transferencia de linfocitos T',,, en pacientes que experimentan 
complicaciones biológicas después de un trasplante de órgano. 

mM Bloqueo del efecto de las citocinas proinflamatorias, que están entre 
los agentes que generan mayor destrucción de tejidos en muchas 
enfermedades autoinmunitarias. Los ejemplos mejor estudiados de 
esta estrategia son los anticuerpos monoclonales (p. ej., infliximab 
y adalimumab) que se desarrollaron contra la citocina proinflama- 
toria TNF-a. Tales fármacos están aprobados para el tratamiento 
de artritis reumatoide y pueden tener un efecto curativo drástico en 
muchos pacientes. La IL-1 es otra citocina proinflamatoria clave y 
en la actualidad hay varios inhibidores de IL-1 en proceso. 

m Tratamiento con citocinas. Por ahora, el tratamiento prescrito más a 
menudo para la esclerosis múltiple es una de varias citocinas IFN-ß 
aprobadas que reducen el avance de la enfermedad en un promedio 
de 35%. El IFN-f tiene muchas actividades y se debate su mecanis- 
mo de acción preciso. 


LA FUNCIÓN DEL COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD EN LA PRESENTACIÓN DE ANTÍGENOS 709 


m Tratamiento con agentes que destruyen linfocitos B. Aunque en 
general se considera que las enfermedades autoinmunitarias son re- 
sultado de la disfunción de los linfocitos T, en especial de los linfo- 
citos T cooperadores, existe evidencia considerable de que también 
participan los linfocitos B reactivos, al menos en parte. Esta conclu- 
sión se confirmó en estudios clínicos con un anticuerpo monoclonal 
(rituximab) que se une con los linfocitos B y los destruye. El rituxi- 
mab se ha utilizado como tratamiento seguro y exitoso para linfoma 
(pág. 672) antes de probarlo en pacientes con artritis reumatoide y 
esclerosis múltiple, en lo que ha tenido una eficacia sorprendente. 
No está claro si este efecto puede rastrearse hasta la función de los 
linfocitos B como APC presentadoras de antígeno o a su partici- 
pación en la síntesis de anticuerpos. Sin embargo, es notable que 
aunque rituximab virtualmente elimina de la circulación sanguínea 
a los linfocitos B por un periodo de varios meses, no limita la ca- 
pacidad del paciente de establecer respuestas inmunitarias contra 
agentes infecciosos. 

mM Alteración del movimiento de las células inmunitarias autorreactivas 
a regiones de inflamación. El tratamiento más eficaz desarrollado a 
la fecha para la esclerosis múltiple es un anticuerpo (natalizumab) 
dirigido contra la subunidad integrina a, presente en la superficie 
de linfocitos T activados. El objetivo es impedir que estas células 
crucen la barrera hematoencefálica (pág. 256) y ataquen las vainas de 
mielina del sistema nervioso central de los pacientes con MS. Con 
cualquier tipo de inmunoterapia siempre existe la preocupación de 


que el tratamiento interfiera la capacidad del organismo de combatir 
infecciones. Esta preocupación salió a la luz cuando natalizumab se 
retiró temporalmente del mercado en 2005 luego de que tres pacien- 
tes desarrollaron una grave infección viral en el cerebro. 

La administración de anticuerpos que interfieren en las funcio- 
nes regulatorias de la inmunidad debe abordarse con gran cautela. 
Este punto se hizo muy patente en 2006 durante un desastroso en- 
sayo de fase 1 de un anticuerpo monoclonal llamado TGN1412 diri- 
gido contra una proteína de superficie celular conocida como CD28. 
El anticuerpo estaba diseñado para activar linfocitos T reguladores 
en un intento de amortiguar las inmunorreacciones del organismo 
(pág. 692). A seis voluntarios sanos se les inyectó el anticuerpo, y 
los seis experimentaron rápida y grave falla orgánica múltiple como 
resultado de la liberación sistémica de citocinas proinflamatorias. El 
fármaco se había probado a dosis mucho mayores en monos de la- 
boratorio sin que presentaran efectos secundarios notables. 

m Trasplante de células madre hematopoyéticas (pág. 19) del mismo 
paciente (un autotrasplante) o un donador altamente compatible (un 
alotrasplante). Debido a que este procedimiento tiene el potencial de 
causar complicaciones que ponen en peligro la vida, debe limitarse 
a aquellos pacientes con enfermedad autoinmunitaria grave y de- 
bilitante. Sin embargo, a diferencia de los fármacos antes descritos, 
los receptores de trasplante comienzan el resto de su vida con un 
sistema inmunitario en gran medida “nuevo” y por tanto con la posi- 
bilidad de curarse completamente de su enfermedad. 


VÍAS EXPERIMENTALES 


La función del complejo mayor de histocompatibilidad 
en la presentación de antígenos 


En 1973, Hugh McDevitt et al. de la Scripps Foundation en La Jolla, 
California, y de la Stanford University demostraron que la susceptibili- 
dad de los ratones a un patógeno particular depende del alelo presente 
en uno de los loci del MHC.* Encontraron que el virus de la coriome- 
ningitis linfocítica (LCMV) causa una infección cerebral letal en los 
ratones que son homocigotos o heterocigotos para el alelo H-2%, pero 
no infecciones en los ratones homocigotos para el alelo H-2* en este 
locus. 

Tales hallazgos condujeron a Rolf Zinkernagel y Peter Doherty 
de la Australian National University a examinar la participación de los 
linfocitos T citotóxicos (CTL) en el desarrollo de esta enfermedad. 
Zinkernagel y Doherty planearon experimentos para relacionar el nivel 
de actividad de los CTL con la gravedad de la enfermedad en ratones 
con distintos genotipos de MHC (o haplotipos, como se los denomina). 
Se vigiló la actividad de los linfocitos T citotóxicos con el protocolo 
experimental siguiente. Se cultivaron monocapas de fibroblastos (célu- 
las L) de un ratón y luego se infectaron con el virus LCM. Luego, los 
fibroblastos infectados se recubrieron con una preparación de células 
esplénicas de un ratón que se habían infectado con el virus LCM siete 
días antes. La espera de siete días dio tiempo al sistema inmunitario 
del animal para generar CTL contra las células infectadas con el virus. 
Los CTL se concentraron en el bazo del animal infectado. Para vigilar 
la eficacia del ataque de los CTL en las células L cultivadas, primero se 
marcaron estas células con un radioisótopo de cromo (*Cr). El “Cr 
se usa como marcador de la viabilidad celular: mientras la célula está 
viva, el radioisótopo permanece dentro de ella. En caso que una célula 
se destruyera por acción de un CTL durante el experimento, el *Cr se 
libera al medio. 


Zinkernagel y Doherty encontraron que el nivel de actividad de 
los CTL contra los fibroblastos cultivados (medida por la liberación de 
31Cr), dependía de los genotipos relativos de los fibroblastos y las células 
esplénicas (cuadro 1).? Todos los fibroblastos empleados para obtener 
los datos mostrados en el cuadro 1 se obtuvieron de una cepa endogámi- 
ca de ratones homocigotos para el alelo H-2! en el locus H-2. Cuando 
se prepararon las células esplénicas de ratones con un alelo H-2! (p. ej., 
cepas de ratones CBA/H, AKR y C3H/Hg)), las células L se destruye- 
ron. Sin embargo, las células esplénicas tomadas de ratones que tenían 
alelos H-2? o H-2* en este locus no pudieron destruir a los fibroblastos 
infectados. (El “Cr liberado es casi el mismo cuando se emplean fi- 
broblastos no infectados en la prueba, como se muestra en la columna 
derecha del cuadro 1.) 

Fue indispensable demostrar que los resultados no eran pecu- 
liares a los ratones que tenían alelos H-2*. Para hacer esta comproba- 
ción, Zinkernagel y Doherty probaron células esplénicas activadas con 
LCMV de ratones H-2? contra varios tipos de células infectadas. De 
nueva cuenta, los CTL sólo pudieron destruir a las células infectadas 
con el mismo genotipo H-2, en este caso H-2’. Tales estudios propor- 
cionaron la primera evidencia de que las moléculas MHC en la superfi- 
cie de una célula infectada limitan sus interacciones con los linfocitos T. 
Se dice que la función de éstos la restringe el MHC. 

Estos y otros experimentos durante el decenio de 1970 llevaron 
a formular preguntas sobre la participación de las proteínas MHC en 
la función de las células inmunitarias. Mientras tanto, otra línea de in- 
vestigación se enfocó en el mecanismo por el cual los linfocitos T se 
estimulan por antígenos particulares. Los estudios indicaron que los 
linfocitos T responden al antígeno unido con la superficie de otras cé- 
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CUADRO 1 Actividad citotóxica de células esplénicas de varias 
cepas de ratones inyectados siete días antes con virus LCM 
en monocapas de células L de ratón C,H (H-2*) infectadas 
con LCM o normales 


% de *'CR liberado 


Tipo 
Exp. Cepa de ratón H-2  Infectadas Normales 
1 CBA/H ko 651+33  172>+0.7 
Balb/C d Esg 1123 =06 
CB57B1 b my zili 1E=09 
CBA/H X C57B1 ke S61+=0.5  16.7>+0.3 
CB57B1 x Balb/C wa  248+24 I8 E09 
nu/+ o +/+ 42.8+2.0 AS) E (0.7 
nu/nu 23.3=0.6 20.0 >+1.4 
2 CBA/H k 5z =D 
AKR k 7112+16 186+12 
DBA/2 E 5i 217=1i7 
3 CBA/H k TIDERD A E kS 
C3H/HeJ a a 


Reimpreso con autorización de R. M. Zinkernagel y P. C. Doherty, Nature 248:701, 
1974. © 1974, Macmillan Magazines Ltd. 


lulas. Se presumió que el antígeno presentado estaba tan sólo unido a la 
superficie de la célula presentadora de antígeno (APC) proveniente del 
medio extracelular. A mediados del decenio de 1970 y principios del de 
1980, los estudios de Alan Rosenthal de los NIH, de Emil Unanue de la 
Harvard University y de otros investigadores demostraron que la APC 
tiene que interiorizar el antígeno y someterlo a algún tipo de procesa- 
miento para que pueda estimular la proliferación de linfocitos T. La ma- 
yor parte de estos estudios se realizó en cultivos celulares con linfocitos 
T activados por macrófagos que se habían expuesto a bacterias, virus u 
otro material ajeno. 

Una de las formas de distinguir entre un antígeno que tan sólo está 
unido con la superficie de la APC y el que se procesó por actividad me- 
tabólica consiste en comparar los fenómenos que pueden ocurrir a bajas 
temperaturas (p. ej., 4°C) en las que se bloquean los procesos metabó- 
licos con los fenómenos que ocurren en temperaturas corporales nor- 
males. En uno de estos experimentos iniciales se incubaron macrófagos 
con antígeno durante 1 h a 4°C o 37°C y luego se probó su capacidad 
para estimular a los linfocitos T preparados a partir de ganglios linfáti- 
cos. En presencia de concentraciones bajas de antígeno, los macrófagos 
tenían una eficacia casi 10 veces mayor para estimular a los linfocitos T 
a 37°C respecto a 4°C, lo que sugiere que la presentación del antígeno 
requiere energía metabólica. El tratamiento de las células con azida de 
sodio, un inhibidor de la oxidasa de citocromo, también inhibió la apa- 
rición del antígeno en la superficie de los linfocitos T, lo que indica que 
la presentación de antígeno requiere energía metabólica.* 

Los experimentos posteriores realizados por Kirk Ziegler y Emil 
Unanue suministraron evidencia de que se producía un secuestro de los 


antígenos extracelulares, los cuales se llevaban al interior del macró- 
fago por endocitosis para liberarlos en el compartimiento lisosómico 
de la célula.’ Una forma de averiguar si los lisosomas participan en un 
proceso particular consiste en tratar a las células con sustancias, como 
el cloruro de amonio o cloroquina, que interrumpen la actividad enzi- 
mática lisosómica. Estos dos agentes elevan el pH del compartimiento 
lisosómico, lo cual desactiva a las hidrolasas ácidas (pág. 297). El cuadro 
2 muestra los efectos de estos tratamientos en el procesamiento y pre- 
sentación del antígeno derivado de la bacteria Listeria monocytogenes. En 
el cuadro se muestra que ninguna de estas sustancias afectó la captación 
(endocitosis) del antígeno, sino que ambas inhibieron el procesamiento 
del antígeno y su capacidad para estimular la unión de los linfocitos 
T con el macrófago. Tales datos fueron de los primeros en sugerir que 
la fragmentación de los antígenos extracelulares por las proteasas liso- 
sómicas puede ser un paso esencial en la preparación de los antígenos 
extracelulares antes de la presentación. 

Otros estudios también refirieron a las moléculas MHC en la inter- 
acción entre las APC y los linfocitos T. En una serie de experimentos, 
Ziegler y Unanue trataron a los macrófagos con anticuerpos dirigidos 
contra las proteínas MHC codificadas por el locus H-2. Encontraron 
que estos anticuerpos no tenían efecto en la captación o catabolismo 
del antígeno,* pero impedían que los macrófagos interactuaran con los 
linfocitos T.” La inhibición de la unión de los linfocitos T con los ma- 
crófagos se producía aun cuando los macrófagos se expusieran a los an- 
ticuerpos antes de agregar el antígeno. 

La evidencia de estos y muchos otros estudios indicó que la in- 
teracción entre una célula T y un macrófago dependía del reconoci- 
miento de dos componentes en la superficie de la célula presentadora 
de antígeno: el fragmento de antígeno que se mostraba y una molécula 
MEC. Sin embargo, no había una imagen clara de la forma en que se 
relacionaban el fragmento de antígeno y la molécula MHC. Se con- 
sideraron probables dos modelos de reconocimiento de antígeno. De 
acuerdo con uno, los linfocitos T tienen dos receptores distintos, uno 
para el antígeno y otro para la proteína MHC. De acuerdo con el otro, 
un solo receptor de la célula T reconoce la proteína MHC y el péptido 
antigénico en la superficie de la APC al mismo tiempo. El consenso 
comenzó a inclinarse en favor del modelo de un solo receptor cuando 
la evidencia empezó a señalar una relación física entre las proteínas 
MEC y los antígenos presentados. Por ejemplo, en un estudio se de- 
mostró que el antígeno que habían procesado los linfocitos T podía 
aislarse como un complejo con proteínas MHC.* En este experimento, 
los linfocitos T cultivados tomados de ratones H-2* se incubaron du- 
rante 40 min con un antígeno marcado con radiactividad. Después del 
periodo de incubación, se preparó el antígeno procesado a partir de las 
células y se pasó por una columna que contenía cuentas cubiertas con 
anticuerpos dirigidos contra las proteínas MHC. Cuando las cuentas 
se cubrieron con anticuerpos dirigidos contra la proteína H-2* (una 
molécula MHC presente en los linfocitos T), las grandes cantidades 
de antígeno radiactivo adherido a las cuentas indicaron la relación del 
antígeno procesado con la proteína MHC. Si las cuentas se cubrían con 


CUADRO 2 Inhibición de la presentación de antígeno con NH,Cl y cloroquina 


NH,Cl (10 mM) Cloroquina (0.1 mM) 


Control Observado Inhibición Observado Inhibición 

Prueba (%) (%) (%) (%) (%) 
Captación del antígeno 15 = BES? 15 5 sE 2 0 
Ingestión del antígeno 66 =2 Gora 5 67 +6 = 
Catabolismo del antígeno 294 B3 59 14+6 52 
Unión célula T-macrófago 

antes de la manipulación del antígeno OE 26 +8 63 SOJESS 57 

después de la manipulación del antígeno 84 +38 70) 2 ll Iy 60 +10 24 


Fuente: H. K. Ziegler y E. R. Unanue. Proc. Nat]. Acad. Sci. USA 79:176, 1982. 
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anticuerpos contra la proteína H-2 (una proteína MHC ausente en los 
linfocitos T), la columna quedaba con una cantidad relativamente baja 
de radiactividad. 

Después de estos experimentos iniciales, los investigadores des- 
viaron su atención hacia la estructura atómica de las moléculas impli- 
cadas en las interacciones de la célula T. En lugar de utilizar molé- 
culas MHC clase II en las superficies de los macrófagos, los estudios 
estructurales habían examinado moléculas MHC clase 1 del tipo que 
se encuentra en la superficie de las células infectadas con virus. El 
primer retrato tridimensional de una molécula MHC se publicó en 
1987 y se basó en estudios cristalográficos con rayos X realizados por 
Don Wiley et al., de la Harvard University? Los sucesos que llevaron 
a este descubrimiento se exponen en la referencia 10. Las moléculas 
MEC clase I consisten en 1) una cadena pesada con tres dominios 
extracelulares (a, a, y a) y un solo segmento que cruza la membrana 
y 2) un polipéptido invariable B,m (fig. 17-23). Wiley et al. examina- 
ron la estructura de la porción extracelular (soluble) de la molécula 
MHC (a, a, a, y B,m) después de retirar el ancla transmembranosa. 
La figura 1a muestra un modelo de la estructura observada, con la 
porción externa (con el antígeno) de la proteína formada por los do- 
minios q, y A,. En la parte superior de este modelo de listón puede 
verse que las superficies internas de estos dominios forman las paredes 
de una hendidura profunda de unos 25 Á de largo y 10 Á de ancho. 
Esta es la hendidura que actúa como sitio de unión para los péptidos 


FIGURA 1 (a) Representación esquemática de una molécula MHC clase 
I, en este caso la proteína humana HLA-A2. La molécula consiste en 
dos subunidades: una cadena pesada formada por tres dominios (a,, @, 
y a) y una cadena B,m. La porción de la cadena pesada que cruza la 
membrana se conectaría con el polipéptido en el sitio marcado C (por 
la terminación C de la porción restante). Los enlaces disulfuro se indican 
como dos esferas conectadas. La hendidura para unión con el péptido se 
muestra en la parte superior del dibujo, entre los segmentos helicoidales 


producidos por el procesamiento de antígenos en el citoplasma. Como 
se muestra en la figura 10, los lados del saco de unión con antígeno 
están recubiertos por hélices a de los dominios a, y a, y el fondo del 
saco está recubierto con la hoja B que se extiende desde estos mismos 
dominios a través de la línea media. Se cree que las hélices forman 
paredes laterales relativamente flexibles que permiten que los péptidos 
con secuencia diferente se unan en la hendidura. 

Los estudios cristalográficos con rayos X subsiguientes describie- 
ron la manera en que se sitúan los péptidos dentro del saco para unión 
con MHC. En uno de estos estudios se identificó la disposición espacial 
de varios péptidos procesados en forma natural que se sitúan dentro 
del saco para unión de antígenos de una sola molécula MHC clase I 
(HLA-B27).* Las columnas de todos los péptidos unidos con HLA- 
B27 comparten una sola conformación extendida que recorre toda la 
longitud de la hendidura de unión. Las terminaciones N y C de los 
péptidos tienen una posición precisa mantenida por numerosos enla- 
ces de hidrógeno en ambos extremos de la hendidura. Los enlaces de 
hidrógeno unen el péptido con varios de los residuos conservados en la 
molécula MHC que son parte de ambos lados y el fondo de la hendi- 
dura de unión. 

En otro estudio clave, lan Wilson et al., del Scripps Research Insti- 
tute en La Jolla, California, informaron sobre la estructura cristalográ- 
fica por rayos X de una proteína MHC clase I de ratón en complejo 
con dos péptidos de longitud diferente." La estructura general de la 
proteína MHC de ratón es similar a la de la proteína MHC humana 
mostrada en la figura 14. En ambos casos, los péptidos están unidos 
en su conformación extendida en la profundidad de la hendidura de 
unión de la molécula MHC (fig. 2). Esta conformación extendida per- 
mite muchas interacciones entre las cadenas laterales de la molécula 
MHC y la columna del péptido unido. Como MHC interactúa sobre 
todo con la columna del péptido en lugar de sus cadenas laterales, hay 
muy pocas restricciones en los residuos de aminoácidos particulares que 


a de los dominios ar, y a, de la cadena pesada. (4) Representación esque- 
mática del saco para unión con péptido de la proteína MHC vista desde 
la parte superior de la molécula. La parte inferior del saco está recubierta 
por hojas B (flechas naranja-púrpura) y las paredes por las hélices a 
(verde). El dominio a, se muestra en naranja y verde claro; el dominio 
a, aparece en púrpura y verde oscuro. (REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN 
DE P.J. Bjorkman ET AL. NATURE 329:508,509, 1987; O 1987, Mac- 
MILLAN MAGAZINES LrD.) 
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pueden encontrarse en varios sitios del saco de unión. Como resultado, 
cada molécula MHC puede unirse con un conjunto diverso de péptidos 
antigénicos. 

Un complejo MHC-péptido que sobresale de la superficie de una 
célula infectada sólo representa la mitad del reconocimiento inmunita- 
rio; la otra mitad está representada por el receptor de la célula T (TCR) 
que sobresale de la superficie de la célula T citotóxica. Durante más de 
un decenio ha sido evidente que un TCR puede reconocer de alguna 
manera MHC y su péptido contenido, pero la manera en que esto ocu- 
rre permanecía incierta para los investigadores por las dificultades para 
preparar cristales de proteína del TCR adecuados para la cristalografía 
por rayos X. Al final, estas dificultades se resolvieron, y en 1996 Wiley 
y los laboratorios Wilson publicaron documentos en los que presenta- 
ban un retrato tridimensional de la interacción entre un péptido-MHC 
y TCR.*** La estructura general del complejo formado entre las dos 
proteínas se muestra en la figura 3, en la que las columnas de los poli- 
péptidos se presentan como tubos. 

La estructura que se muestra en la figura 3 presenta las porciones 
de las proteínas que se proyectan entre un CTL y una célula hospeda- 
dora infectada por un virus. La mitad inferior de la imagen muestra la 
estructura y orientación de la molécula MHC clase I con un antígeno 
peptídico extendido (amarillo-verde) incrustado en el saco de unión 
de la proteína. La mitad superior de la imagen muestra la estructura y 
orientación del TCR. Como se indica en la figura 17-204, un TCR con- 
siste en cadenas polipeptídicas a: y B, cada una formada por una porción 
variable (V) y una constante (C). Al igual que las inmunoglobulinas (fig. 
17-15), la porción variable de cada subunidad del TCR contiene regio- 
nes que son muy variables (hipervariables); éstas forman las asas sobre- 
salientes (mostradas con segmentos coloreados de los dos polipéptidos 
TCR en la figura 3) que se ajustan sobre el extremo exterior del comple- 
jo MHC-péptido. Las regiones hipervariables se conocen como regio- 
nes determinantes de la complementariedad o CDR porque establecen las 


FIGURA 2 Modelos tridimensionales de un péptido (mostrado como 
estructura con esferas y barras) unido dentro del saco para unión con 
antígeno de una proteína MHC clase I de ratón (H-2K?). El péptido en 
a posee ocho residuos de aminoácidos; el péptido en 5 está formado por 
nueve residuos. Los péptidos se ven incrustados en la profundidad de la 
hendidura de unión de MHC. (ReIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE MA- 
sazuMI MATSUMURA, DaveD H. FREMONT, PER A. PETERSON E IAN 
A. WiLsoN, Science 257:932, 1992. © 1992, AMERICAN ASSOCIATION 
FOR THE ADVANCEMENT OF SCIENCE.) 


propiedades de unión del TCR. Las CDR del TCR interactúan con 
las hélices œ de los dominios a, y a, del MHC, así como los residuos 
expuestos del péptido unido. Las CDR centrales del TCR, que tienen la 
mayor variabilidad de secuencia, interactúan sobre todo con el péptido 


FIGURA 3 Representación de la interacción entre un complejo MHC- 
péptido (en la parte inferior) y un TCR (en la parte superior). Las re- 
giones hipervariables (CDR) del TCR se muestran como asas colorea- 
das que forman la interfase entre las dos proteínas. El péptido unido 
(P1-P8) se muestra en amarillo-verde situado dentro de la hendidura 
de unión de la molécula MHC clase I. Las columnas de los péptidos 
se representan como tubos. (REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE K. 
CHRISTOPHER GARCIA ET AL., POR CORTESÍA DE Lan WILSON, SCIENCE 
274:217, 1996; O 1996, AMERICAN ÅSSOCIATION FOR THE ÁDVANCE- 
MENT OF SCIENCE.) 


unido situado en el centro, mientras que las CDR externas, que tienen 
secuencia menos variable, lo hacen más con las hélices œ del MHC.** A 
causa de estas interacciones, el TCR cumple sus dos “responsabilidades” 
de reconocimiento: reconoce al péptido unido como antígeno ajeno y a 
la MHC como proteína propia. (Se puede encontrar información sobre 
estudios recientes de las estructuras adicionales TCR-péptido-MHC 
en las referencias 17 a 19.) 
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SINOPSIS 


Los vertebrados están protegidos de la infección por las reaccio- 
nes inmunitarias de células que pueden distinguir entre materia- 
les que se “supone” deben estar ahí (“propios”) y los que no deben 
estarlo (ajenos o “no propios”). Las respuestas innatas son rápidas, 
pero carecen de especificidad, mientras que las reacciones inmuni- 
tarias adaptativas son muy específicas, pero requieren un periodo de 
espera de varios días. Las respuestas innatas las realizan las células 
fagocíticas que vigilan el cuerpo; éstas son moléculas que se encuen- 
tran en la sangre (complemento) y pueden destruir células bacteria- 
nas, proteínas antivirales (interferones) y linfocitos citolíticos natu- 
rales que hacen que las células infectadas se sometan a apoptosis. Se 
pueden distinguir dos amplias categorías de inmunidad adaptativa: 
1) inmunidad humoral (sanguínea), mediada por anticuerpos que 
producen células derivadas de los linfocitos B (células B) y 2) in- 
munidad mediada por células, a cargo de los linfocitos T (células 
T). Los linfocitos B y T derivan de la misma célula primordial, que 
también da origen a otros tipos de células sanguíneas (pág. 682). 


Las células del sistema inmunitario se desarrollan por selección 
clonal. Durante su desarrollo, cada célula B se compromete con la 
producción de sólo una especie de molécula de anticuerpo, que al 
principio se presenta como un receptor de antígeno en la membra- 
na plasmática de la célula. El compromiso de la célula B ocurre en 
ausencia de antígeno, por lo que todo el repertorio de células pro- 
ductoras de anticuerpos ya está presente antes de la estimulación 
con un antígeno. Cuando una sustancia extraña aparece en el cuerpo, 
funciona como antígeno mediante la interacción con los linfocitos 
B que contienen anticuerpos unidos con su membrana, capaces de 
unirse con esa sustancia. Las actividades de unión con antígeno 
de la célula B inducen su proliferación y forman un clon de célu- 


las que se diferencian en células plasmáticas productoras de anti- 
cuerpos. De esta manera, el antígeno selecciona los linfocitos B que 
producen anticuerpos capaces de interactuar con él. Algunos de los 
linfocitos B seleccionados por el antígeno permanecen como células 
de memoria no diferenciadas que responden con rapidez si el antí- 
geno ingresa de nueva cuenta. Los linfocitos B cuyos receptores de 
antígeno son capaces de reaccionar con los propios tejidos del cuer- 
po se desactivan o se eliminan, lo que hace que el cuerpo desarrolle 
tolerancia inmunitaria hacia sí mismo (pág. 687). 


Los linfocitos T reconocen a los antígenos mediante sus recepto- 
res de células T (TCR). Los linfocitos T pueden dividirse en tres 
subclases distintas: linfocitos T cooperadores (linfocitos T) que 
activan a células B; linfocitos T citotóxicos (CTL) que destruyen 
células ajenas o infectadas; y linfocitos T reguladores (linfocitos 
Treg) que por lo general suprimen otras células T. A diferencia 
de los linfocitos B que se activan por antígenos solubles intactos, los 
linfocitos T se activan por fragmentos de antígenos que se presentan 
en las superficies de otras células, las células presentadoras de antí- 
genos (APC). Aunque cualquier célula infectada puede activar un 
CTL, sólo las APC profesionales, como los macrófagos y las células 
dendríticas, que funcionan en la ingestión y procesamiento de antí- 
genos, pueden activar a los linfocitos T. Los linfocitos T citotóxicos 
aniquilan a las células blanco mediante la secreción de proteínas que 
hacen permeable la membrana de la célula blanco e inducen la apop- 


tosis de ésta (pág. 690). 


Los anticuerpos son proteínas globulares llamadas inmunoglobu- 
linas (Ig) que se forman con dos tipos de cadenas polipeptídicas: 
cadenas pesadas y ligeras. Los anticuerpos se dividen en varias 
clases (IgA, IgG, IgD, IgE e IgM), según sea su cadena pesada. 
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Las cadenas pesadas y ligeras consisten en 1) regiones constantes 
(C), que son aquellas cuya secuencia de aminoácidos es idéntica 
en todas las cadenas pesadas y ligeras de una clase determinada, 
y 2) regiones variables (V), que son aquellas cuya secuencia varía 
de una especie de anticuerpo a otra. Las diferentes clases de anti- 
cuerpos aparecen en distintos momentos después de la exposición 
a un antígeno y tienen diversas funciones biológicas. La IgG es la 
forma predominante de anticuerpo en la sangre. Cada molécula de 
IgG con forma de Y contiene dos cadenas pesadas idénticas y dos 
cadenas ligeras idénticas. Los sitios para combinación con antígeno 
se forman por la relación de la región V de una cadena ligera con 
la región V de una cadena pesada. En las regiones V se incluyen 
las regiones hipervariables que constituyen las paredes del sitio de 
combinación con antígeno (pág. 693). 


Los receptores para antígenos de los linfocitos B y T están codi- 
ficados por genes producidos mediante recombinación del DNA. 
Cada región variable de una cadena ligera de Ig se forma de dos seg- 
mentos de DNA (un segmento V y uno J) que se unen, mientras que 
cada región variable de una cadena pesada de Ig se compone de tres 
segmentos unidos (segmentos V, J y D). La variabilidad es resultado 
de la unión de diferentes genes V con distintos genes J en diferentes 
células productoras de anticuerpos. Se logra una variabilidad aún 
mayor por la inserción enzimática de nucleótidos y la variación en 
el sitio de unión V-J. Se estima que un individuo puede sintetizar 
más de 2000 especies distintas de cadenas ligeras kappa y 100000 
especies de cadenas pesadas, las cuales pueden combinarse al azar 
para formar más de 200 millones de anticuerpos. Se obtiene más 
diversidad aún en las células productoras de anticuerpos mediante 


la hipermutación somática en la que el reordenamiento de los genes 
V experimenta un ritmo de mutación mucho mayor al del resto del 


genoma (pág. 696). 


Las APC captan antígenos, los fragmentan en péptidos cortos y 
los combinan con proteínas codificadas por el complejo mayor 
de histocompatibilidad (MHC) para presentarlos a los linfocitos 
T. Las proteínas del MHC pueden subdividirse en dos clases: mo- 
léculas de clases I y II. Las moléculas MHC de clase I presentan 
sobre todo péptidos derivados de proteínas citosólicas endógenas, 
incluidas las derivadas de un virus infectante. Casi todas las células 
del cuerpo pueden presentar péptidos mediante las moléculas MHC 
clase I a los linfocitos T citotóxicos. Si el TCR del CTL recono- 
ce un péptido ajeno presentado por una célula, CTL se activa para 
destruir a la célula blanco. Las APC profesionales, que incluyen a 
los macrófagos y células dendríticas, presentan péptidos combinados 
con las moléculas MHC clase II. Los TCR de la superficie de los 
linfocitos T4 reconocen los complejos MHC-péptido de las células 
presentadoras de antígeno. Las células cooperadoras que se activan 
por antígenos presentados por una APC se relacionan luego con los 
linfocitos B y las activan. Los receptores de antígeno de estas células 
(BCR, consistentes en inmunoglobulinas) reconocen el mismo antí- 
geno. Los linfocitos T cooperadores estimulan a los linfocitos B me- 
diante interacción directa y por secreción de citocinas. La activación 
de una célula T por un TCR conduce a la estimulación de proteína 
cinasas de tirosina dentro de la célula T, lo que a su vez conduce 
a la activación de varias vías de señalización, incluida la activación 
de Ras y la cascada de cinasa de MAP, así como la activación de la 


fosfolipasa C (pág. 699). 
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causa del tamaño tan pequeño del tema de estudio, la biología celular 

y molecular depende más del desarrollo de nuevos instrumentos y 

tecnologías que cualquier otra rama de la biología. Por consiguiente es 
difícil aprender acerca de la biología celular y molecular sin aprender también respecto 
a la tecnología que se requiere para reunir datos. En este capítulo se revisan los méto- 
dos que se emplean más a menudo en este campo sin profundizar mucho en los deta- 
lles y variaciones que se usan. Los objetivos de este capítulo son: describir las formas 
en que se utilizan las diversas técnicas y presentar ejemplos de los tipos de informa- 
ción que pueden obtenerse mediante tales técnicas. Se comienza con el instrumento 
que permitió a los biólogos descubrir la existencia de células, con lo que se establece 
un punto de partida para toda la información que se presenta en este libro. E 


Uso de la fluorescencia de doble marca para seguir los acontecimientos dinámicos dentro de orga- 
nelos celulares. Las cisternas de Golgi de una célula de levadura en gemación no se organizan en 
pilas bien definidas como en la mayor parte de eucariotas, sino que están dispersas en el citoplasma. 
Cada una de las estructuras ovaladas intensamente coloreadas es una cisterna individual, en la 
que el color se debe a la localización de moléculas de proteína con tinción fluorescente. Las cisternas 
de color verde contienen una proteína marcada con GFP (Vrg4) que interviene en las actividades 
iniciales del aparato de Golgi, mientras que las cisternas de color rojo contienen una proteína mar- 
cada con DsRed (Sec7) que participa en actividades tardías de dicho complejo. Esta serie de mi- 
crografías revela la composición proteínica de cisternas individuales durante un lapso aproximado 
de 13 min (el tiempo transcurrido se indica en el ángulo inferior izquierdo). La punta de flecha y 

la flecha señalan dos de estas cisternas todo el tiempo. Estas dos cisternas se automicrografiaron 

en las filas inferiores de las micrografías. En esta serie se aprecia que la composición proteínica de 
una cisterna individual cambia con el tiempo de una con proteínas de Golgi “tempranas” (verde) 
a otra con proteínas de Golgi “tardías” (rojo). Tales descubrimientos dan apoyo visual directo al 
modelo de maduración de las cisternas que se analiza en la página 287. (REIMPRESA CON AUTO- 
RIZACIÓN DE EUGENE LOSEV ET AL., CORTESÍA DE BENJAMIN S. GLick; Nature 441:1004, 
2006; O coryr1icHT 2006, MacmILLAN MAGAZINES Lro.) 
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18.1 EL MICR PIO ÓPTI 


Los microscopios son instrumentos que producen una imagen 
aumentada de un objeto. La figura 18-1 muestra los componen- 
tes principales de un microscopio óptico compuesto. Una fuen- 
te de luz, que puede ser externa al microscopio o estar incluida 
en su base, ilumina la muestra. La Zente condensadora subyacente 
reúne los rayos difusos de la fuente de luz e ilumina el espéci- 
men con un pequeño cono de luz brillante que permite ver las 
partes muy pequeñas de éste después de la magnificación. Los 
rayos de luz enfocados en la muestra por la lente condensadora 
se reciben en la lente del objetivo del microscopio. A partir 
de este punto es necesario considerar dos conjuntos de rayos 
lumínicos que entran a la lente del objetivo: los que ya alteró el 
espécimen y los que no modificó (fig. 18-2). Este último grupo 
se refiere a la luz proveniente del condensador que pasa en for- 
ma directa a la lente del objetivo y constituye la luz de fondo 
del campo visual. El primer grupo de rayos de luz surge de las 
múltiples partes del espécimen y forma la imagen del mismo. 
La lente del objetivo enfoca estos rayos de luz para formar una 
imagen real y magnificada del objeto dentro de la columna del 
microscopio (fig. 18-1). Un segundo sistema de lentes, la lente 
del ocular, emplea la imagen formada por la lente del objetivo 
como objeto para formar una imagen virtual y aumentada. Un 
tercer sistema de lentes localizado en la parte frontal del ojo 
utiliza la imagen virtual producida por la lente ocular como 
objetivo para producir una imagen real en la retina. Cuando el 
tornillo de enfoque del microscopio de luz se gira, la distan- 
cia relativa entre la muestra y la lente del objetivo cambia, lo 
que permite que la imagen final se enfoque con exactitud en 
el plano de la retina. La magnificación total obtenida por el 
microscopio es el producto de las magnificaciones logradas por 
la lente del objetivo y la lente del ocular. 


Resolución 


Hasta este punto sólo se consideró la magnificación de un ob- 
jeto sin prestar atención a la calidad de la imagen producida, o 
sea, a la extensión en la que los detalles del espécimen se con- 
servan en la imagen. Supóngase que se mira una estructura en el 
microscopio con una lente de objetivo relativamente potente (p. 
ej., 63X) y una lente ocular que amplifica la imagen del objetivo 
cinco veces más (un ocular 5X). Asúmase que el campo está 
compuesto por cromosomas y es importante identificar el nú- 
mero que hay, pero algunos están muy cerca unos de los otros y 
no pueden distinguirse como estructuras separadas (fig. 18-3a). 
Una solución podría ser cambiar los oculares para incrementar 
el tamaño de los objetos que se observan. Si se cambiara de 
un ocular 5X a uno 10X, lo más probable es que la capacidad 
para contar el número de cromosomas aumentará (fig. 18-30) 
porque ahora la imagen de los cromosomas producida por la 
lente del objetivo se extiende sobre una parte más grande de 
la retina. Mientras más fotorreceptores proporcionen informa- 
ción respecto a la imagen, más detalles pueden verse (fig. 18-4). 
Sin embargo, si se cambia a un ocular 20X, no es probable que 
se perciban más detalles aunque la imagen sea más grande (fig. 
18-30), es decir, que ocupe más superficie retiniana. El cambio 
de ocular no brinda más información porque la imagen produ- 
cida por el objetivo no tiene más detalles que aumentar con el 
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FIGURA 18-1 Diagrama de un corte a través de un microscopio óptico 
compuesto, es decir, un microscopio que tiene lentes tanto de objetivo 
como oculares. 
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FIGURA 18-2 Trayectos que siguen los rayos de luz que forman la ima- 
gen de la muestra y los que forman la luz de fondo del campo. Los rayos 
de luz de la muestra se enfocan en la retina, mientras que los rayos del 
fondo están fuera de foco, con lo que se produce un campo brillante di- 
fuso. Como se explica en el texto, el poder de resolución de una lente de 
objetivo es proporcional al seno del ángulo a. Las lentes con mayor poder 
de resolución tienen longitudes focales más cortas, lo que significa que la 
muestra se sitúa más cerca de la lente de objetivo cuando se enfoca. 
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FIGURA 18-3 Magnificación contra resolución. La transición de (a) 
a (5) proporciona al observador una mayor magnificación y resolución, 
mientras que la transición de (5) a (c) sólo produce una mayor mag- 
nificación (magnificación vacía). De hecho la calidad de la imagen se 
deteriora conforme la magnificación vacía aumenta. 


mayor poder del ocular. El segundo cambio en el ocular sólo 
brinda magnificación vacía (como en la figura 18-30). 

La calidad óptica de una lente del objetivo se mide por la 
extensión en la que pueden discriminarse, o resolverse, los de- 
talles finos de una muestra. La difracción limita la resolución 
que se obtiene con un microscopio. A causa de la difracción, la 
luz que emana de un punto de la muestra nunca puede verse 
como un punto en la imagen sino sólo como un pequeño disco. 
Si los discos producidos por dos puntos cercanos se superponen, 
los puntos no pueden distinguirse en la imagen (fig. 18-4). Por 
tanto el poder de resolución de un microscopio puede definir- 
se en términos de la capacidad para ver dos puntos vecinos en 
el campo visual como dos entidades distintas; dicho poder está 
limitado por la longitud de onda de la iluminación de acuerdo 
con la ecuación 


g= 261A 


n sen A 


donde d es la distancia mínima que debe separar dos puntos en 
la muestra para resolverse, lambda (A) es la longitud de onda 
de la luz (527 nm para la luz blanca) y 7 es el índice refractivo 
del medio presente entre la muestra y la lente del objetivo. Alfa 
(a) es igual a la mitad del ángulo del cono de luz que entra a la 
lente del objetivo, como se muestra en la figura 18-2. Alfa es una 
medida de la capacidad de reunión de luz de la lente y mantiene 
una relación directa con su abertura. 

El denominador de la ecuación en la columna 1 se conoce 
como abertura numérica (N.A.). Esta última es una constante para 
cada lente, una medida de sus calidades para reunir luz. La N.A. 
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FIGURA 18-4 El poder de resolución del ojo. Ilustración de la relación 
entre la estimulación de los fotorreceptores individuales (izquierda) y la 
imagen que se percibiría (derecha). El diagrama ilustra el valor de que 
la imagen caiga en un área lo bastante grande de la retina. 
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máxima posible para un objetivo que se diseña para usarlo en el 
aire es 1.0 porque el seno del máximo ángulo posible de a, 90°, es 
1, y el índice refractivo del aire es 1.0. Para un objetivo diseñado 
para sumergirse en aceite, la N.A. máxima posible se acerca a 1.5. 
Como regla general práctica, la máxima magnificación útil de 
un microscopio óptico varía entre 500 y 1000 veces la abertura 
numérica del lente del objetivo que se use. Los intentos para au- 
mentar la imagen después de este punto producen magnificación 
vacía y la calidad de la imagen se deteriora. Una abertura numé- 
rica alta se logra con lentes que tienen una distancia focal corta, 
lo que permite colocar la lente muy cerca la muestra. 

El límite de resolución del microscopio óptico se establece 
si se sustituye la longitud de onda mínima posible de ilumina- 
ción y la mayor abertura numérica posible en la ecuación previa. 
Cuando se realizan tales sustituciones, se obtiene un valor un 
poco menor de 0.2 um (o 200 nm), que es suficiente para ob- 
servar organelos celulares grandes, como los núcleos y las mito- 
condrias. En cambio, el límite de resolución del ojo desnudo, que 
tiene una abertura numérica cercana a 0.004, se aproxima a 0.1 
mm (0.0036 pulgadas). 

Además de estos factores teóricos el poder de resolución 
también depende de los defectos ópticos, o aberraciones. Existen 
siete aberraciones ópticas importantes y constituyen las limita- 
ciones que los fabricantes de lentes deben vencer para producir 
lentes de objetivo cuyo poder de resolución real se aproxime a 
los límites teóricos. El objetivo está hecho con una serie com- 
pleja de lentes, en lugar de una sola lente convergente, a fin de 
eliminar estas aberraciones. Por lo general una unidad de lente 
proporciona la magnificación requerida, en tanto que las demás 
compensan los errores de la primera para brindar una imagen 
general corregida. 


Visibilidad 

En el lado más práctico de la microscopia de los límites de la 
resolución se encuentra el tema de la visibilidad, que se refiere 
a los factores que en realidad permiten observar un objeto. Esto 
podría parecer un asunto trivial; si el objeto está ahí, puede verse. 
Considérese el caso de una cuenta de vidrio transparente. Bajo 
la mayor parte de las condiciones, contra casi todos los fondos, la 
cuenta se ve con claridad. Sin embargo, si una cuenta de vidrio se 
deja caer en un recipiente con aceite de inmersión con el mismo 
índice refractivo que el vidrio, la cuenta desaparece de la vista 
porque ya no afecta la luz de ninguna manera obvia que sea dis- 
tinta al líquido de fondo. Cualquiera que haya pasado tiempo 
buscando una ameba puede apreciar el problema de la visibilidad 
con el microscopio óptico. 

Lo que se ve a través de una ventana o por un microscopio 
son los objetos que afectan la luz de manera distinta al fondo. 
Otro término para la visibilidad en este sentido de la palabra es 
el contraste, o la diferencia en la apariencia entre las partes ad- 
yacentes de un objeto o entre un objeto y su fondo. La necesidad 
del contraste puede apreciarse si se consideran las estrellas. En 
tanto que el cielo claro de la noche puede estar lleno de estrellas, 
el mismo cielo durante el día parece carente de cuerpos celestes. 
Las estrellas desaparecieron de la vista, pero no del cielo. Ya no 
son visibles contra el fondo mucho más brillante. 

En el mundo macroscópico, para examinar objetos se hace 
caer la luz sobre ellos y luego se observa la luz que se refleja a los 
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ojos del observador. En cambio, cuando se utiliza un microsco- 
pio la muestra se coloca entre la fuente de luz y los ojos, y se ve 
la luz que se transmite a través del objeto (o en términos más 
apropiados, la que difracta el objeto). Si una persona toma un 
objeto, entra a una habitación con una fuente de luz y sujeta 
el objeto entre la fuente de luz y sus ojos, puede apreciarse parte 
de la dificultad con tal iluminación; es necesario que el objeto 
que se examina sea casi transparente, o sea, translúcido. Aquí ra- 
dica otro aspecto del problema: puede ser difícil observar objetos 
que son “casi transparentes”. 

Una de las mejores formas para hacer que una muestra 
delgada y translúcida sea visible al microscopio es teñirla con 
algún pigmento, que absorba sólo ciertas longitudes de onda 
del espectro visible. Las longitudes de onda que no se absorben 
se transmiten al ojo, lo que hace que el objeto teñido parezca 
coloreado. Los distintos tintes se unen con diferentes tipos de 
moléculas biológicas, por lo que estos procedimientos no sólo 
incrementan la visibilidad de la muestra, también indican en 
qué puntos de la célula o tejido se encuentran los distintos tipos 
de sustancias. Un buen ejemplo es la tinción de Feulgen, que es 
específica para el DNA; hace que los cromosomas se vean colo- 
reados al microscopio (fig. 18-5). Un problema con las tinciones 
es que casi nunca pueden usarse con células vivas; por lo general 
son tóxicas o las condiciones de tinción son tóxicas, o los tintes 
no penetran la membrana plasmática. Por ejemplo, la tinción de 
Feulgen requiere la hidrólisis del tejido en ácido antes de aplicar 
el pigmento. 

Los diferentes tipos de microscopios ópticos usan distintos 
tipos de iluminación. En un microscopio de campo brillante, 
el cono de luz que ilumina la muestra se observa como fondo 
brillante contra el que la imagen de la muestra debe contrastarse. 
La microscopia de campo brillante es ideal para las muestras de 


FIGURA 18-5 La tinción de Feulgen. Este procedimiento de tinción es 
específico para el DNA, como lo indica la localización del pigmento en 
los cromosomas en esta célula de la punta de la raíz de cebolla que estaba 
en la metafase de la mitosis al momento que se fijó. (Por En RescHKE/ 
PETER ARNOLD, Inc.) 


alto contraste, como los cortes teñidos de tejidos, pero es pro- 
bable que no se obtenga la visibilidad óptima para otros especí- 
menes. En las secciones siguientes se consideran varios medios 
alternativos para hacer que las muestras sean más visibles en un 
microscopio óptico. 


Preparación de muestras 
para microscopia óptica 


Las muestras a observar en el microscopio óptico se dividen en 
dos categorías amplias: monturas completas y cortes. Una mon- 
tura completa es un objeto intacto, ya sea vivo o muerto, y puede 
consistir en un microorganismo entero como un protozoario o 
en una pequeña parte de un organismo más grande. La mayor 
parte de los tejidos de plantas y animales son demasiado opacos 
para su análisis microscópico, a menos que éstos se examinen 
como una rebanada muy delgada, o corte. Para preparar un corte, 
primero se matan las células mediante inmersión del tejido en al- 
guna solución química llamada fijador. Un buen fijador penetra 
pronto en la membrana celular e inmoviliza todo su material ma- 
cromolecular, de modo que la estructura de la célula se mantiene 
lo más similar posible a la de la célula viva. Los fijadores más 
usuales para la microscopia óptica son soluciones de formaldehí- 
do, alcohol o ácido acético. Tras la fijación, el tejido se deshidrata 
por transferencia a través de una serie de alcoholes y luego se 
impregna con parafina (cera), lo que brinda soporte mecánico 
durante el proceso de corte. La parafina se utiliza como medio 
de impregnación porque rara vez se disuelve con solventes orgá- 
nicos. Las laminillas que contienen cortes adherentes de parafina 
se sumergen en tolueno, que disuelve la cera y deja una rebanada 
delgada de tejido unido a la laminilla, donde puede teñirse o 
tratarse con enzimas, anticuerpos u otros agentes. Después de la 
tinción se coloca un cubreobjetos sobre el tejido con un medio de 
montaje que tenga el mismo índice refractivo que el portaobjetos 
y el cubreobjetos. 


Microscopia de contraste de fase 


Las muestras pequeñas y no teñidas, como una célula viva, 
pueden ser difíciles de observar con un microscopio de campo 
brillante (fig. 18-64). El microscopio de contraste de fase hace 
más visibles los objetos muy transparentes (fig. 18-65). Pueden 
distinguirse diferentes partes de un objeto porque afectan la luz 
de manera distinta cada uno de ellos. Una base de estas diferen- 
cias es el índice refractivo. Los organelos celulares están cons- 
tituidos por distintas proporciones de varias moléculas: DNA, 
RNA, proteínas, lípidos, carbohidratos, sales y agua. Es probable 
que las regiones con composición diferente tengan índices de 
refracción distintos. En condiciones normales el ojo humano no 
puede detectar tales diferencias. Sin embargo, el microscopio de 
contraste de fase convierte las diferencias del índice de refrac- 
ción en diferencias de intensidad (brillantez y oscuridad relati- 
vas) que son visibles para el ojo humano. Los microscopios de 
contraste de fase logran esto: 1) mediante la separación de la luz 
directa que entra a la lente del objetivo desde la luz difractada 
que proviene de la muestra y 2) al hacer que los rayos de luz de 
estas dos fuentes interfíeran unos con los otros. La brillantez u 
oscuridad relativas de cada parte de la imagen reflejan la forma 


(c) 


FIGURA 18-6 Comparación de células vistas con diferentes tipos de mi- 
croscopios ópticos. Micrografías ópticas de un protista ciliado tal como 
se observa en un campo brillante (4), con contraste de fase (5) y con 
óptica de contraste por interferencia diferencial (DIC) (o de Nomarski) 
(c). El organismo apenas es visible con la iluminación de campo brillante, 
pero se ve con claridad en la microscopia con contraste de fase y con DIC. 
(MicroGraFías POR M. I. WaLker/PHoro RESEARCHERS, Inc.) 


en que la luz de esa parte de la muestra interfiere con la luz 
directa. 

Los microscopios de contraste de fase son más útiles para 
examinar componentes intracelulares de células vivas con una 
resolución hasta cierto punto alta. Por ejemplo, la movilidad di- 
námica de las mitocondrias, los cromosomas mitóticos y las va- 
cuolas puede seguirse y filmarse con este sistema óptico. La mera 
observación del modo en que las diminutas partículas y vacuolas 
de las células se mueven de un lado a otro al azar dentro de una 
célula viva causa una emoción respecto a la vida que no puede 
obtenerse si se observan células muertas y teñidas. El mayor be- 
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neficio aportado por la invención del microscopio de contraste 
de fase no fue el descubrimiento de nuevas estructuras, sino su 
empleo diario en laboratorios de investigación y enseñanza para 
observar células de manera más reveladora. 

El microscopio de contraste de fase tiene limitaciones óp- 
ticas que producen pérdida de resolución y la imagen se afecta 
por halos que interfieren y sombras producidas en sitios donde 
el índice refractivo experimenta cambios súbitos; es un tipo de 
microscopio de interferencia. Otros tipos de microscopios de inter- 
ferencia minimizan estos artefactos ópticos al lograr una separa- 
ción completa de los rayos directos y difractados con trayectos 
complejos de luz y prismas. Otro tipo de sistema de interferen- 
cia, llamado contraste de interferencia diferencial (DIC), o a veces 
interferencia de Nomarski en honor de su diseñador, presenta 
una imagen que tiene una calidad tridimensional aparente (fig. 
18-60). El contraste en la microscopia DIC depende de la velo- 
cidad de cambio del índice refractivo en la muestra. En conse- 
cuencia los bordes de las estructuras, donde el índice refractivo 
varía mucho en una distancia más o menos corta, se observan 
con bastante contraste. 


Microscopia de fluorescencia 
(y técnicas relacionadas basadas 
en la fluorescencia) 


En los dos últimos decenios, el microscopio óptico se ha trans- 
formado de un instrumento diseñado principalmente para exa- 
minar cortes de tejidos fijos, a un instrumento capaz de mos- 
trar los sucesos dinámicos que ocurren a nivel molecular en las 
células vivas. En gran medida, estos avances en la visualización 
de células vivas han sido posibles gracias a innovaciones en la 
microscopia de fluorescencia. Esta última permite observar la loca- 
lización de determinados compuestos (llamados /Zuorocromos o 
Aluoróforos) que absorben radiación ultravioleta invisible y emiten 
porciones de la energía en las longitudes de onda visibles, más 
largas, un fenómeno que se conoce como fluorescencia. La fuente 
de luz en un microscopio de este tipo produce un rayo de luz 
ultravioleta que viaja por un filtro, el cual bloquea todas las lon- 
gitudes de onda excepto la que puede excitar el fluorocromo. El 
rayo de luz monocromática se enfoca en la muestra que contiene 
el fuorocromo, que se excita y emite luz de longitud de onda 
visible para el observador. Como la fuente de luz produce sólo 
luz ultravioleta (negra), los objetos teñidos con un fluorocromo 
parecen tener un color brillante contra un fondo negro, lo que 
brinda un gran contraste. 

En biología celular y molecular existen diversas formas 
de utilizar los compuestos fluorescentes. En una de sus apli- 
caciones más usuales, un fluorocromo (como la rodamina o 
la fluoresceína) se une en forma covalente (conjugada) con un 
anticuerpo para producir un anticuerpo fluorescente que pue- 
de emplearse para localizar una proteína específica dentro de la 
célula. Esta técnica se denomina inmunofluorescencia y se ilustra 
en la micrografía de la figura 9-294. La inmunofluorescencia 
se describe mejor en la página 765. Los fluorocromos también 
pueden usarse para localizar las moléculas de DNA o RNA que 
contienen secuencias de nucleótidos específicas, como se des- 
cribe en la página 397 y se ilustra en la figura 10-19. En otros 
ejemplos los fluorocromos se emplean para estudiar el tamaño 
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de las moléculas que pueden pasar entre las células (fig. 7-33), 
como indicadores de potenciales transmembrana (fig. 5-20) 
o como sondas para determinar la concentración de Ca?* libre 
en el citosol (fig. 15-27). El uso de fluorocromos sensibles al 
calcio se explica en la página 634. 

Las proteínas con marca fluorescente también pueden 
usarse para estudiar procesos dinámicos mientras ocurren en 
una célula viva. Por ejemplo, un fluorocromo específico puede 
unirse con una proteína celular, como la actina o la tubulina, y 
la proteína con marca fluorescente se inyecta en una célula viva 
(figs. 9-4 y 9-73b). Una estrategia no invasiva que se utiliza 
mucho emplea una proteína fluorescente (llamada proteína fluo- 
rescente verde o GFP) de la anémona Aequorea victoria, como se 
ilustra en las fotos al principio del capítulo en la página 715. A 
diferencia de la mayor parte de las otras proteínas fluorescentes, 
GFP no requiere un cofactor adicional para absorber y emitir luz; 
en lugar de eso, se forma un cromóforo absorbente/emisor de luz 
por modificación autónoma (o sea, por una reacción catalítica) 
de tres de los aminoácidos que conforman la estructura primaria 
del polipéptido GFP. En la mayoría de los estudios que usan 
GFP, se construye un DNA recombinante en el que la región 
codificadora del gen GFP está unida con la región codificadora 
del gen para la proteína en estudio. Este DNA recombinante se 
utiliza para transfectar a las células, que luego sintetizan una pro- 
teína quimérica que contiene GFP fluorescente fusionada con la 
proteína en estudio. El uso de GFP para estudiar la dinámica de 
la membrana se describe en la página 267. En estos diversos pro- 
tocolos experimentales, las proteínas marcadas participan en las 
actividades normales de la célula y su localización puede seguirse 
al microscopio para revelar las actividades dinámicas en las que 
la proteína participa (figs. 8-4 y 9-2). 

A menudo, puede hacerse que los estudios aporten más 
información mediante el uso simultáneo de variantes de GFP 
con propiedades espectrales distintas. Se generaron variantes de 
GFP que emiten fluorescencia en tonos de azul (BFP), amari- 
llo (YFP) y cian (CFP) mediante mutagénesis dirigida del gen 
GFP. Además, se aisló una proteína tetramérica fluorescente 
rojo con una relación distante (DsRed) de una anémona marina. 
También se generaron las variantes monoméricas de DsRed (p. 
ej., mBanana, mTangerine y mOrange), que emiten fluorescen- 
cia en diversos colores distinguibles mediante experimentos de 
mutagénesis. El tipo de información que puede obtenerse con 
esta “paleta” de variantes de GFP se ilustra en la figura 18-7, 
en el que los investigadores generaron cepas de ratones cuyas 
neuronas contenían proteínas fluorescentes de colores distintos. 
Cuando un músculo de uno de estos ratones se expuso por me- 
dios quirúrgicos, los investigadores observaron las interacciones 
dinámicas entre las neuronas de diversos colores y las uniones 
neuromusculares inervadas (figura 4-55, que presenta un dibujo 
de este tipo de unión). Por ejemplo, observaron cómo las ramas de 
una neurona coloreada con CFP competían con las ramas de 
una neurona coloreada con YFP por establecer contacto sinápti- 
co con el tejido muscular. En cada caso encontraron que cuando 
dos neuronas compiten por la inervación de diferentes fibras 
musculares, todas las ramas “ganadoras” pertenecen a una de las 
neuronas, en tanto que todas las ramas “perdedoras” pertenecen 
a la otra neurona (fig. 18-75). Las micrografías del inicio de este 
capítulo constituyen otro ejemplo de todo lo que puede apren- 
derse mediante el marcado de proteínas con dos fluorocromos 


(a) (b) 


FIGURA 18-7 Uso de variantes de GFP para seguir las interacciones 
dinámicas entre neuronas y sus células blanco in vivo. (a) Porción de 
cerebro de un ratón con dos neuronas fluorescentes de colores diferentes. 
Los ratones se obtienen mediante el apareamiento de animales transgé- 
nicos cuyas neuronas se marcan con una u otra proteína fluorescente. (0) 
Micrografía con fluorescencia de porciones de dos neuronas, una mar- 
cada con YFP y otra marcada con CFP. Las flechas indican dos uniones 
neuromusculares distintas en dos fibras musculares diferentes en las que 
la rama axonal marcada con YFP venció a la rama marcada con CFP. La 
tercera unión está inervada con el axón marcado con CFP en ausencia de 
competencia. (A: CORTESÍA DE N. KasTHURI Y J. W. LicHTmMAN, WasH- 
INGTON UNIVERSITY SCHOOL OF MEDICINE; B: REIMPRESA CON AUTO- 
RIZACIÓN DE NARAYANAN KASTHRUI Y Jerr W. LicHTMAN, NATURE 
424:429, 2003; O corYrIGHT 2003, MacmILLAN Macazines Lro.) 


distintos. En este caso, la estrategia de etiqueta doble ha permi- 
tido a los investigadores seguir los movimientos simultáneos de 
dos proteínas distintas en tiempo real dentro de las fronteras 
de un organelo celular individual. 

Las variantes de GFP también son útiles en una técnica 
llamada transferencia de energía por resonancia de fluorescencia 
(FRET), que se emplea para medir cambios en la distancia en- 
tre dos partes de una proteína (o entre dos proteínas separadas 
dentro de una estructura más grande). La FRET puede usarse 
para estudiar estos cambios mientras ocurren in vitro o den- 
tro de una célula viva. La técnica FRET se basa en el hecho 
de que la energía de excitación puede transferirse de un grupo 
fluorescente (un donador) a otro grupo fluorescente (un recep- 
tor), siempre y cuando ambos grupos estén muy próximos (1 
a 10 nm). Dicha transferencia de energía reduce la intensidad 
de la fluorescencia del donador e incrementa la intensidad de 
fluorescencia del receptor. La eficiencia de la transferencia en- 
tre dos grupos fluorescentes unidos con sitios de una proteína 
disminuye mucho cuando la distancia entre los dos grupos au- 
menta. Como resultado la determinación de los cambios en la 
fluorescencia de los grupos donador y receptor que se producen 
durante algún proceso brinda una medida de los cambios en 
la distancia entre ellos en las distintas etapas del proceso. Esta 
técnica se ilustra en la figura 18-8, en la que dos variantes de 
GFP (marcadas ECFP y EYFP) se unieron en forma covalen- 
te con dos partes distintas de una proteína cinasa para unión 


con cGMP (PKG). En ausencia de un cGMP unido, los dos 


dera 


FIGURA 18-8 Transferencia de energía por resonancia de fluorescen- 
cia (FRET). Este esquema muestra un ejemplo del uso de la tecnología 
FRET para seguir el cambio en la conformación de una proteína (PKG) 
después de la unión con cGMP. Las dos proteínas pequeñas fluorescen- 
tes con forma de barril (CFP intensificada [ECFP] y YFP intensificada 
[EYFP]), se muestran en su color fluorescente. En ausencia de cGMP, la 
excitación de ECFP con luz de 440 nm produjo la emisión de luz de 480 
nm de la proteína fluorescente. Después de la unión con cGMP, un cam- 
bio en la conformación en PKG aproxima lo suficiente las dos proteínas 
fluorescentes para que la FRET ocurra. Como resultado la excitación 
del donador de ECFP con luz de 440 nm produce la transferencia de 
energía al receptor de EYFP y la emisión de luz de 535 nm del receptor. 
Las versiones intensificadas de estas proteínas tienen mayor intensidad 
de fluorescencia y tienden a ser más estables que la molécula proteínica 
original. (TOMADA DE MorITOSHI SATO ET AL., POR CORTESÍA DE Yo- 
SHIO UMEZAWAa, AnaL. Chem. 72:5924, 2000.) 


fluorocromos están demasiado separados para que haya trans- 
ferencia de energía. La unión de cGMP induce un cambio en 
la conformación de la proteína que aproxima los dos fluorocro- 
mos lo suficiente para que la FRET ocurra. La FRET también 
puede emplearse para seguir procesos como el plegamiento de 
una proteína o la asociación y disociación de los componentes 
dentro de una membrana. La separación de las colas citoplás- 
micas de subunidades de integrina después de la activación por 
talina (fig. 7-14) es un ejemplo de suceso que se ha estudiado 
por FRET. 


Microscopia con video 
y procesamiento de imágenes 


Así como el campo microscópico puede verse con los ojos o fil- 
marse con una cámara, también puede verse por medios electró- 
nicos y grabarse con una videocámara. Las videocámaras ofre- 
cen varias ventajas para visualizar muestras. Se construyen tipos 
especiales de videocámaras (llamadas dispositivo acoplado a la 
carga [CCD, charge coupled device], o cámaras CCD) que son 
muy sensibles a la luz, lo que les permite obtener imágenes con 
iluminación escasa. Esto es muy útil cuando se observan especí- 
menes vivos, a los que el calor de una fuente luminosa daña con 
facilidad y especímenes con tinción fluorescente, que se desvane- 
ce en poco tiempo con la exposición a la luz. Además las videocá- 
maras pueden detectar y amplificar diferencias muy pequeñas en 
el contraste dentro de un espécimen, de manera que los objetos 
muy pequeños se tornan visibles. Por ejemplo, las fotografías de 
la figura 9-22a muestran imágenes de microtúbulos individuales 
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(diámetro 0.025 um) que están muy por debajo del límite de 
resolución de un microscopio óptico estándar (0.2 pum). Como 
una ventaja adicional las imágenes obtenidas con videocámaras 
pueden convertirse en imágenes digitales electrónicas y someter- 
se a procesamiento por computadora para aumentar mucho su 
contenido de información.' En una técnica, el fondo desenfoca- 
do distractor de un campo visual se almacena en la computadora 
y luego se sustrae de la imagen que contiene la muestra. Esto 
incrementa mucho la claridad de la imagen. De igual manera 
las diferencias de brillantez en la imagen pueden convertirse en 
diferencias de color, lo que las vuelve mucho más evidentes al 
ojo humano. 


Microscopia confocal de barrido láser 


El uso de videocámaras, imágenes electrónicas y procesamiento 
por computadora condujo al renacimiento de la microscopia 
óptica en los últimos 20 años. También contribuyó el desarrollo 
de un nuevo microscopio óptico. Cuando se examina una cé- 
lula completa o un corte de algún órgano con un microscopio 
óptico estándar, el observador ve la muestra a distintas profun- 
didades si cambia la posición del objetivo mediante la rotación 
del tornillo de enfoque. Mientras lo hace, distintas partes de la 
muestra entran y salen de foco. Sin embargo, el hecho de que 
la muestra contenga diferentes enfoques disminuye la capaci- 
dad para formar una imagen flamante porque las partes de la 
muestra por arriba y por abajo del plano de foco interfieren con 
los rayos de luz de la parte que está en dicho plano. A finales del 
decenio de 1950, Marvin Minsky del Massachusetts Institute of 
Technology inventó un instrumento revolucionario llamado mi- 
croscopio confocal de barrido láser que produce una imagen 
de un plano delgado situado dentro de un espécimen mucho 
más grueso. La figura 18-94 muestra un diagrama de los com- 
ponentes ópticos y los trayectos de luz en una versión moderna 
de un microscopio óptico de barrido confocal de fluorescencia. 
En este tipo de microscopio la muestra se ilumina con un rayo 
láser con un enfoque fino que barre rápidamente la muestra a 
una sola profundidad, con lo que sólo ilumina un plano delga- 
do (o “corte óptico”) dentro de la muestra. Como se describió 
antes, los fuorocromos absorben la luz incidente de longitud 
de onda corta y la emiten de nuevo en una longitud de onda 
del microscopio que contiene una abertura puntual. Por tanto 
la abertura y el plano iluminado son confocales. Los rayos de 
luz emitidos por el plano iluminado de la muestra pueden pasar 
por la abertura, mientras que el paso de cualquier otro rayo de 
luz que pudiera emanar de un plano superior o inferior al plano 
determinado se impide para que no participe en la formación 
de la imagen. En consecuencia los puntos fuera de foco de la 
muestra se tornan invisibles. 

La figura 18-90 presenta micrografías de un solo núcleo 
celular que se tomaron en tres planos distintos de la muestra. 
Es evidente que los objetos fuera del plano de enfoque tienen 


La conversión de una imagen electrónica análoga, como la que se obtiene 

con una videocámara, en una imagen electrónica digital, como la obtenida con 
una cámara digital y almacenada en un disco, se denomina digitalización. Las 
imágenes digitales consisten en una cantidad discreta de elementos pictográficos 
(pixeles), cada uno de los cuales tiene un color y un valor de brillantez asignados 
correspondientes a ese sitio en la imagen original. 
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poco efecto en la calidad de la imagen de cada corte. Si se desea, 
las imágenes de cortes ópticos separados pueden almacenarse en 
una computadora y fusionarse para reconstruir un modelo tridi- 
mensional de todo el objeto. 


Microscopio de fluorescencia 
con súper resolución 


Las innovaciones más recientes en la microscopia de fluorescen- 
cia caen en el campo de las tecnologías de “súper resolución”. 
En la página 717 se indicó que el límite de resolución del mi- 
croscopio óptico se aproxima a 200 nm por las propiedades de 
difracción de la luz. En los últimos años se desarrollaron varias 
técnicas ópticas complejas que permiten a los investigadores lo- 
calizar proteínas con marcas fluorescentes en resoluciones en las 
décimas de nanómetros. Sólo se describirá en forma breve una de 
estas técnicas, llamada STORM (stochastic optical reconstruction 
microscopy, microscopia de reconstrucción óptica estocástica), que 
permite a los investigadores localizar una molécula fluorescente 


FIGURA 18-9 Microscopia de fluorescencia confocal con exploración lá- 
ser. (a) Los trayectos de la luz en un microscopio de fluorescencia confocal. 
La luz de longitud de onda corta (azul) proviene de una fuente láser, pasa 
por una abertura diminuta y se refleja en un espejo dicroico (un tipo de 
espejo que refleja ciertas longitudes de onda y transmite otras) una lente 
objetivo y se enfoca en una mancha en el plano de la muestra. Los fluo- 
rocromos de la muestra absorben la luz incidente y emiten luz de mayor 
longitud de onda, la cual puede pasar por el espejo dicroico y enfocarse en 
un plano que contiene una abertura puntual. Luego, la luz pasa a un tubo 
fotomultiplicador que amplifica la señal y la transmite a una computadora, 
la cual forma una imagen procesada digitalizada. Cualquier rayo de luz 
emitido por arriba o debajo del plano óptico de la muestra no pasa por la 
abertura diminuta, por lo que no contribuye a la formación de la imagen. 
Este diagrama muestra la iluminación de un solo punto en la muestra. 
Distintos sitios de la muestra se iluminan mediante un proceso de barrido 
con láser. El diámetro de la abertura puntual es ajustable. Mientras menor 
sea la abertura, es más delgado el corte óptico y mayor la resolución, pero 
la señal es menos intensa. (4) Micrografías con fluorescencia confocal de 
tres cortes ópticos separados, cada uno de 0.3 pum de grosor, de un núcleo 
de levadura teñido con dos anticuerpos con marca fluorescente distinta. El 
anticuerpo fluorescente rojo tiñó el DNA dentro del núcleo y el anticuerpo 
fluorescente verde tiñó una proteína de unión con el telómero que se loca- 
liza en la periferia del núcleo. (TOMADA DE THIERRY LAROCHE Y SUSAN 
M. Gasser, CELL 75:543, 1993, CON AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 


individual con una resolución menor de 20 nm. En esta técnica, 
la muestra se ilumina con luz de distintas longitudes de onda, 
lo que tiene el efecto de cambiar la actividad de fluorescencia 
de las moléculas marcadas para que aparezcan y desaparezcan. 
Durante cada ciclo de iluminación, la mayoría de las moléculas 
marcadas permanece oscura, pero una pequeña fracción de ellas 
se activa en forma aleatoria. Como resultado, puede obtenerse la 
imagen de estas moléculas fluorescentes activadas y su posición 
se determina con gran precisión. Este proceso se repite luego 
durante varios ciclos de iluminación, lo que permite la construc- 
ción de una imagen de súper resolución del campo de visión. El 
gran aumento en la resolución que puede obtenerse con la técni- 
ca STORM de súper resolución en comparación con una técnica 
de fluorescencia convencional resulta evidente si se compara la 


imagen de la figura 18-104 con las figuras 18-105 y c. 


18.2 MICROSCOPIA ELECTRÓNICA 
DE TRANSMISION 


Las micrografías electrónicas que se muestran en este texto fue- 
ron tomadas con dos tipos distintos de microscopios electrónicos. 
Los microscopios electrónicos de transmisión (TEM) forman imáge- 
nes con los electrones que se transmiten a través de una muestra, 
mientras que los microscopios electrónicos de barrido (SEM) utili- 
zan electrones que rebotan en la superficie de la muestra. Todos 
los comentarios de esta sección se refieren al uso del TEM; el de 
barrido se describe por separado en la página 729. 

El microscopio electrónico de transmisión puede propor- 
cionar mucha mayor resolución que el microscopio óptico. Esto 
se ilustra con la comparación de las dos fotografías de la figura 
18-11, que muestran imágenes de cortes adyacentes del mismo 
tejido con la misma magnificación, con un microscopio óptico 
y con uno electrónico. Aunque la fotografía de la figura 18-11a 
está casi al límite de la resolución del microscopio óptico, la de la 


FIGURA 18-10 Superación 
del límite de resolución del 
microscopio óptico. (a) Mi- 
crografía de fluorescencia 
convencional de una porción 
de una célula cultivada de 
mamífero con microtúbulos 
marcados en verde y los fosos 
cubiertos con clatrina en rojo. 
Con este nivel de magnifica- 
ción, la imagen se ve difusa. 
Además, la superposición en- 
tre las dos marcas fluorescen- 
tes produce un color naranja, 
que sugiere que ambas es- 
tructuras están interconecta- 
das. (4) Micrografía STORM 
de “súper resolución” de un campo similar que muestra los microtúbulos 
y los fosos cubiertos con clatrina con buena resolución y separados entre 
sí. (c) Vista magnificada de una porción de la imagen 4. (La explicación 
de esta y otras técnicas de súper resolución puede encontrarse en Na- 


figura 18-110 es una micrografía electrónica de muy baja poten- 
cia. El gran poder de resolución del microscopio electrónico se 
deriva de las propiedades de ondas de los electrones. Como indi- 
ca en la ecuación de la página 717, el límite de resolución de un 
microscopio está en proporción directa con la longitud de onda 
de la luz: mientras mayor sea la longitud de onda, es menor la re- 
solución. A diferencia de un fotón de luz que tiene una longitud 
de onda constante, la longitud de onda de un electrón varía con 
la velocidad a la que la partícula viaja, que a su vez depende del 
voltaje de aceleración aplicado en el microscopio. Esta relación se 
define mediante la ecuación 


` = V150/V 


donde lambda (A) es la longitud de onda en angstroms (Å) y Ves 
el voltaje de aceleración en voltios. Los microscopios electróni- 
cos de transmisión estándar operan con un espectro de voltaje de 


(a) 


FIGURA 18-11 Comparación entre la información obtenida en las imá- 
genes tomadas con un microscopio óptico y uno electrónico con una 
magnificación comparable de 4500 veces el tamaño real. (2) Fotografía 
del tejido muscular esquelético que se impregnó en plástico, se cortó a 1 
um y se fotografió con un microscopio óptico con una lente de objetivo 
para aceite de inmersión. (4) Corte adyacente al empleado para la parte 
a que se cortó a 0.025 um y se examinó al microscopio electrónico con 
una magnificación comparable a la imagen en a. La imagen resultante 
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ture Revs. Mol. Cell Biol. 9:929, 2008.) (Tomana De Mark BATES ET 
AL., POR CORTESÍA DE XIAOWEI ZIHUANG, SCIENCE 317:1752, 2007; O 
COPYRIGHT 2007, AMERICAN ASSOCIATION FOR THE ÁDVANCEMENT 
OF SCIENCE.) 


10000 a 100000 V. A 60000 V, la longitud de onda de un elec- 
trón se aproxima a 0.05 Á. Si esta longitud y la abertura numérica 
alcanzable con el microscopio óptico se sustituyeran en la ecua- 
ción de la página 717, el límite de resolución sería de unos 0.03 Á. 
En realidad la resolución alcanzable con un microscopio electró- 
nico de transmisión estándar es de unos dos órdenes de magnitud 
menor que su límite teórico. Esto se debe a la aberración esférica 
grave de las lentes que enfocan los electrones, lo cual requiere que 
la abertura numérica de la lente sea muy pequeña (casi siempre 
entre 0.01 y 0.001). El límite práctico de resolución de los TEM 
estándar se halla entre 3 y 5 Å. Por lo general el límite real cuando 
se observa una estructura celular está entre 10 y 15 Á. 

Los microscopios electrónicos consisten sobre todo en una 
columna alta, cilíndrica y hueca por la que pasa el rayo de elec- 
trones, y una consola que contiene un panel con discos que con- 
trolan la operación de la columna por medios electrónicos. En la 


presenta un aumento de cien a doscientos en la resolución. Nótese la 
diferencia en los detalles de las miofibrillas musculares, las mitocondrias 
y el eritrocito contenido en el capilar. Mientras que el microscopio óptico 
no puede proporcionar ninguna información adicional a la de a, es posi- 
ble que el microscopio electrónico brinde mucha más información; por 
ejemplo, puede producir imágenes de la estructura de membranas indivi- 
duales dentro de una pequeña porción de una de las mitocondrias (como 
en la figura 5-21). (Cortesía DE DoucLas E. KeLLY y M. A. CaHILL.) 
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parte superior de la columna se halla el cátodo, un filamento de 
alambre de tungsteno que se calienta para proveer una fuente 
de electrones. Los electrones se extraen del filamento caliente y 
se aceleran como un rayo fino mediante el voltaje aplicado entre 
el cátodo y el ánodo. El aire se bombea para sacarlo de la colum- 
na antes de la operación, lo que produce un vacío por el que los 
electrones viajan. Si no se extrajera el aire, los electrones se dis- 
persarían antes de tiempo por colisión con las moléculas de gas. 

Tal como un rayo de luz puede enfocarse con una lente de 
vidrio pulido, un rayo de electrones con carga negativa puede en- 
focarse con lentes electromagnéticas, las cuales se localizan en la 
pared de la columna. La fuerza de los magnetos se controla me- 
diante la corriente que se les suministra, que está determinada 
por las posiciones de varios discos de la consola. La figura 18-12 
muestra una comparación de los sistemas de lentes de un micros- 
copio óptico y uno electrónico. Las lentes del condensador de un 
microscopio óptico se colocan entre la fuente de electrones y la 
muestra, y enfocan el rayo de electrones sobre ésta, que se sostiene 
en una pequeña rejilla de metal (3 mm de diámetro) y se inserta 
con pinzas en el sujetador de la misma, que a su vez se inserta en 
la columna del microscopio. 

Como las longitudes focales de las lentes de un microscopio 
electrónico varían según la corriente que se les aplique, una lente 
del objetivo proporciona todo el espectro de magnificación que el 
instrumento alcanza. Como en el microscopio óptico, la imagen 
del objetivo sirve como el objeto para un sistema de lentes adi- 
cional. La imagen que se obtiene del objetivo de un microscopio 
electrónico sólo tiene una magnificación de unas 100 veces pero, 
a diferencia del microscopio óptico, esta imagen posee los deta- 
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FIGURA 18-12 Comparación del sistema de lentes de un microscopio 
óptico y uno electrónico. (Tomana DE W. AGAR, PRINCIPLES AND 
PRACTICE OF ELECTRON MICROSCOPE OPERATION, ELSEVIER/NORTH- 
HoLLAND, 1974.) 


lles suficientes para incrementarla 10000 veces más. Al modifi- 
car la corriente que se aplica a las diversas lentes del microscopio, 
las magnificaciones varían desde 1000 hasta 250000 veces. Los 
electrones que pasaron por la muestra se enfocan en una pantalla 
fosforescente situada en la base de la columna. Los electrones 
que golpean la pantalla excitan una cubierta de cristales fluores- 
centes que emiten su propia luz visible que el ojo percibe como 
una imagen de la muestra. 

La formación de una imagen en el microscopio electróni- 
co depende de la dispersión diferencial de los electrones por las 
distintas partes de la muestra. Considérese un rayo de electrones 
emitido por el filamento y enfocado en la pantalla. Si no hubiera 
una muestra en la columna, el rayo de electrones iluminaría de 
manera uniforme la pantalla y se produciría una imagen brillante 
uniforme. Por el contrario, si se coloca un espécimen en el tra- 
yecto del rayo, algunos de los electrones golpean átomos de la 
muestra y se dispersan. Los electrones que rebotan de la muestra 
no pueden pasar por la abertura tan pequeña en el plano focal 
posterior de la lente del objetivo y por tanto no participan en la 
formación de la imagen. 

La dispersión de los electrones por una parte de la muestra 
es proporcional al tamaño de los núcleos de los átomos que la 
componen. Como el material insoluble de las células está com- 
puesto por átomos que tienen un número atómico hasta cierto 
punto bajo (carbono, oxígeno, nitrógeno e hidrógeno), el mate- 
rial biológico tiene muy poca capacidad intrínseca para dispersar 
los electrones. Los tejidos se fijan y tiñen con soluciones de me- 
tales pesados (descritos más adelante) para aumentar la disper- 
sión electrónica y obtener el contraste necesario. Estos metales 
penetran en la estructura de las células y forman complejos se- 
lectivos con diferentes partes de los organelos. Las partes de una 
célula que se unen con la mayor cantidad de átomos metálicos 
permiten el paso de menor cantidad de electrones. Entre menos 
electrones se enfoquen en la pantalla en un punto determinado, 
ese punto es más oscuro. Las fotografías de la imagen se hacen 
al quitar la pantalla del camino y permitir que los electrones gol- 
peen una placa fotográfica en posición por debajo de la pantalla. 
Como las emulsiones fotográficas tienen una sensibilidad directa 
a los electrones, tanto como a la luz, una imagen de la muestra 
se registra directamente en la película. Como alternativa, la ima- 
gen puede capturarse con una cámara de video CCD (pág. 721) 
empleada para vigilar el campo de visión. Aunque una cámara 
de video proporciona una imagen instantánea sin la necesidad 
de desarrollo químico, esta imagen carece de la alta resolución 
excepcional que se obtiene con película. 


Preparación de la muestra 
para la microscopia electrónica 


Como sucede con el microscopio óptico, los tejidos que se exami- 
narán con el microscopio electrónico deben fijarse, impregnarse 
y cortarse. La fijación del tejido para la microscopia electrónica 
(fig. 18-13) es mucho más crítica que para la microscopia óptica 
porque los cortes se someten a un escrutinio más intenso. Un 
fijador debe suspender la vida de la célula sin alterar mucho su 
estructura. Con el nivel de resolución del microscopio electróni- 
co, los daños relativamente menores, como las mitocondrias hin- 
chadas o el retículo endoplásmico roto, se vuelven muy evidentes. 
Para obtener la fijación más rápida y el menor daño celular, se 


fijan e impregnan fragmentos muy pequeños de tejido (menos 
de 1.0 mm’). Los fijadores son sustancias que desnaturalizan y 
precipitan las macromoléculas celulares. Las sustancias con este 
efecto pueden ocasionar coagulación o precipitación de materia- 
les que no tenían una estructura en la célula viva, lo que conduce 
a la formación de un artefacto. El mejor argumento de que una 
estructura particular no es un artefacto es la demostración de su 
existencia en células fijadas de diversos modos o, aún mejor, sin 
fijación alguna. Para visualizar células que no se fijaron, el tejido 
se congela con rapidez y se emplean técnicas especiales para re- 
velar su estructura (véase criofijación y replicación por congela- 
miento y fractura más adelante). Los fijadores más usuales para 
la microscopia electrónica son el glutaraldehído y el tetróxido 
de osmio. El glutaraldehído es un compuesto de cinco carbonos 
con un grupo aldehído en cada extremo de la molécula. Los gru- 
pos aldehído reaccionan con los grupos amino de las proteínas y 
establecen enlaces cruzados entre las proteínas para formar una 
red insoluble. El osmio es un metal pesado que reacciona sobre 
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todo con los ácidos grasos, lo que permite la preservación de las 
membranas celulares. 

Una vez que el tejido se fija, el agua se retira mediante deshi- 
dratación en alcohol y los espacios hísticos se llenan con un ma- 
terial que soporta el corte del tejido. Las demandas de la micros- 
copia electrónica incluyen que los cortes sean muy delgados. Los 
cortes en cera para el examen con el microscopio óptico rara vez 
son más delgados de 5 um, mientras que los cortes para la micros- 
copia electrónica convencional son mejores cuando tienen menos 
de 0.1 pum (equivalente en grosor a cerca de cuatro ribosomas). 

Por lo general los tejidos que van a cortarse para la microsco- 
pia electrónica se impregnan en resinas epóxicas, como 1,4-buta- 
nediol diglicidil éter entre otras. Las secciones se cortan con el paso 
del bloque plástico sobre un borde cortante muy afilado (fig. 18- 
13) hecho de vidrio o una hoja de diamante finamente pulido. Los 
cortes obtenidos flotan en la superficie de un fondo de agua que se 
encuentra justo detrás del borde de la navaja. Los cortes se recogen 
luego con la rejilla metálica para especímenes y se secan sobre su 
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FIGURA 18-13 Preparación de una muestra para observación en el microscopio electrónico. 
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superficie. Para teñir el tejido se deja que la rejilla flote sobre gotas 
de soluciones de metales pesados, en especial acetato de uranilo y 
citrato de plomo. Estos átomos de metales pesados se unen con 
las macromoléculas y brindan la densidad atómica necesaria para 
dispersar el rayo electrónico. Además de las tinciones estándar, los 
cortes de tejido pueden tratarse con anticuerpos marcados con me- 
tal u otros materiales que reaccionan con moléculas específicas en 
el corte de tejido. Los estudios con anticuerpos casi siempre se 
realizan en tejidos impregnados con resinas acrílicas, que son más 
permeables a las grandes moléculas que las resinas epóxicas. 


Criofijación y uso de muestras congeladas Las células 
y los tejidos no tienen que fijarse con sustancias químicas e im- 
pregnarse con resinas plásticas para observarse con el microsco- 
pio electrónico. Una alternativa consiste en congelar con rapidez 
las células y los tejidos. Justo como un fijador químico detiene los 
procesos metabólicos y conserva la estructura biológica, lo mis- 
mo sucede con el congelamiento rápido, la fijación en frío. Como 
la fijación en frío alcanza estas metas sin alterar las macromolé- 
culas celulares, es menos probable que se formen artefactos. La 
principal dificultad con la fijación en frío es la formación de cris- 
tales de hielo, que crecen hacia afuera desde sitios donde se for- 
man sus núcleos. El cristal de hielo, conforme crece, destruye el 
frágil contenido de la célula en la que se forma. La mejor manera 
de evitar la formación de cristales de hielo es congelar la muestra 
con tanta rapidez que no haya tiempo para que se formen los 
cristales. Es como si el agua se congelara, pero permaneciera en 
su estado líquido. Se dice que en tal estado el agua se encuentra 
“vitrificada”. Se usan varias técnicas para alcanzar dichas veloci- 
dades de congelación ultrarrápidas. Las muestras más pequeñas 
casi siempre se sumergen en un líquido a muy baja temperatura 
(como propano líquido, con punto de ebullición a —42°C). Es 
mejor tratar los especímenes más grandes con congelación a alta 
presión. En esta técnica, la muestra se somete a presión hidros- 
tática alta y se rocía con chorros de nitrógeno líquido. La presión 
alta reduce el punto de congelación del agua, lo que disminuye la 
velocidad de crecimiento de los cristales de hielo. 

Podría no creerse que un bloque congelado de tejido tuvie- 
ra mucha utilidad para un microscopista, pero puede practicarse 
una cantidad sorprendente de técnicas para visualizar la estruc- 
tura celular congelada en el microscopio óptico o electrónico. Por 
ejemplo, después de la preparación adecuada, un bloque congela- 
do de tejido puede cortarse con un micrótomo especial en forma 
similar a un bloque de tejido en parafina o en plástico. Los cortes 
congelados (criosecciones) pueden prepararse para su examen al 
microscopio óptico o al electrónico. Los cortes congelados son 
muy útiles para estudios de enzimas, cuya actividad tiende a des- 
naturalizarse con los fijadores químicos. Como los cortes conge- 
lados pueden prepararse con mucha mayor rapidez que los cortes 
en parafina o plástico, los patólogos los usan a menudo para exa- 
minar al microscopio óptico la estructura de tejidos extirpados 
durante una intervención quirúrgica. Como resultado, puede es- 
tablecerse si un tumor es maligno o no mientras el paciente aún 
se encuentra en la mesa de operaciones. 

Las células congeladas no deben cortarse para revelar su es- 
tructura interna. La figura 1-11 muestra la imagen de una región 
periférica delgada de una célula intacta que se arrastró sobre la 
superficie de la rejilla del microscopio electrónico un instante 
antes y se congeló rápidamente. A diferencia de la microscopia 


electrónica estándar, la imagen de la figura 1-11 tiene una ca- 
lidad tridimensional porque se generó con una computadora y 
no en forma directa con una cámara. Para obtener la imagen, la 
computadora alinea una gran cantidad de imágenes digitales bi- 
dimensionales de la célula que se capturan mientras el espécimen 
se inclina en ángulos definidos en relación con el trayecto del haz 
de electrones. La reconstrucción computarizada tridimensional se 
llama tomograma, y la técnica se denomina tomografía crioelectró- 
nica (crio-ET).? Esta técnica fue desarrollada por Wolfgang Bau- 
meister del Max-Planck Institute en Alemania y ha revolucionado 
la forma en que pueden estudiarse las estructuras intracelulares de 
dimensiones nanométricas en células no fijadas, bien hidratadas 
y congeladas en un momento. La crio-ET también puede usarse 
para examinar la organización tridimensional de las estructuras 
presentes in vitro, como ejemplifica la reconstrucción de un po- 
lisoma aislado en el acto de la traducción que se muestra en la 
figura 11-502. La crio-ET, que puede alcanzar una resolución de 
unos cuantos nanómetros, establece un puente importante entre 
los mundos celular y molecular. En las páginas 728 y 741 se ex- 
plican dos estrategias más que requieren el análisis al microscopio 
electrónico de especímenes congelados, la replicación por fractura 
con congelación y el análisis de partículas individuales. 


Tinción negativa El microscopio electrónico también es ade- 
cuado para examinar partículas muy pequeñas, inclusive agrega- 
dos de alto peso molecular como virus, ribosomas, enzimas con 
múltiples subunidades, elementos del citoesqueleto y complejos 
proteínicos. También pueden resolverse las formas de proteí- 
nas individuales y ácidos nucleicos con el microscopio, siempre 
y cuando tengan el contraste suficiente con los elementos que 
los rodean. Una de las mejores formas para hacer visibles estas 
sustancias es emplear técnicas de tinción negativa en las que 
los depósitos de metales pesados se acumulan en toda la rejilla 
de la muestra, excepto donde hay partículas. Como resultado la 
muestra resalta en la pantalla por su brillantez relativa. La figura 
18-144 presenta un ejemplo de una muestra con tinción negativa. 


Modelo de sombra Una técnica más para visualizar partícu- 
las aisladas consiste en hacer que los objetos proyecten sombras. 
La técnica se describe en la figura 18-15. Las rejillas que contie- 
nen las muestras se colocan en una cámara sellada para vacío, que 
luego se evacua con una bomba de vacío. La cámara contiene un 
filamento formado por un metal pesado (casi siempre platino) 
junto con carbono. El filamento se calienta a temperaturas altas, 
lo que hace que se evapore y deposite una cubierta metálica sobre 
las superficies accesibles dentro de la cámara. Como resultado 
el metal se deposita en las superficies que quedan frente al fila- 
mento, mientras que las superficies opuestas de las partículas y el 
espacio en la rejilla que queda bajo su sombra quedan sin cubier- 
ta. Cuando la rejilla se observa en el microscopio electrónico, las 
áreas en sombra se ven brillantes en la pantalla, en tanto que 
las regiones cubiertas con metal se ven oscuras. Esta relación se 
invierte en la placa fotográfica, que es el negativo de la imagen. 
La convención para ilustrar especímenes sombreados es impri- 


?Esta técnica es similar en principio a la tomografía axil computarizada que 
emplea una multitud de imágenes de rayos X tomadas en ángulos diferentes 
del cuerpo para generar una imagen tridimensional. Por fortuna la maquinaria 
que se utiliza en la tomografía radiológica permite que la fuente de rayos X y el 
detector roten mientras el paciente permanece quieto. 
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FIGURA 18-14 Ejemplos de muestras con tinción negativa y sombras 
metálicas. Micrografía electrónica de un virus cascabel de tabaco des- 
pués de la tinción negativa con fosfotungstato de potasio (a) o proyec- 
ción de sombra con cromo (5). (Corresía DE M. K. CorBETT.) 


Evaporación de metal 
del alambre de platino Grabado 


RO SIN 


Sombreado 
y replicación 
Capa de carbono 7S 


Capa de metal 


Réplica observada en 


FIGURA 18-15 Procedimiento utilizado para la proyección de sombras el microscopio electrónico 

por medio de contraste en el microscopio electrónico. A menudo este 

procedimiento se emplea para visualizar partículas pequeñas, como los FIGURA 18-16 Procedimiento para la formación de réplicas por conge- 
virus que se muestran en la figura previa. Con frecuencia las moléculas  lamiento y fractura como se describe en el texto. El procedimiento de 
de DNA y RNA se hacen visibles por una modificación de este procedi- congelación y grabado es un paso opcional en el que una capa delgada 
miento que se conoce como formación de sombras rotatorias, en el que de hielo que cubre la muestra se evapora para revelar información adi- 


el metal se evapora en un ángulo muy bajo mientras se gira la muestra. cional de la estructura de la superficie de la muestra fracturada. 
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mir una imagen negativa en la que la partícula se vea iluminada 
por una luz blanca brillante (correspondiente a la superficie cu- 
bierta), con una sombra oscura proyectada por la partícula (fig. 
18-140). La técnica proporciona un contraste excelente para ma- 
teriales aislados y produce un efecto tridimensional. 


Replicación por congelamiento-fractura, y grabado por 
congelamiento Como ya se mencionó, varias técnicas de 
microscopia electrónica se adaptaron para trabajar con tejidos 
congelados. A menudo la ultraestructura de las células congela- 
das se observa con la técnica de replicación por congelamiento 
y fractura, que se ilustra en la figura 18-16. Se colocan pequeños 
fragmentos de tejido en un disco metálico pequeño y se congelan 
con rapidez. Luego el disco se monta sobre una placa fría dentro 
de una cámara de vacío y el bloque de tejido congelado se golpea 
con el borde de una navaja. El plano de fractura resultante se ex- 
tiende desde el punto de contacto y divide el tejido en dos piezas, 
algo similar a la manera en que una hoja de hacha separa en dos 
un trozo de madera. 

Considérese lo que podría pasar cuando un plano de fractura 
se extiende por una célula que contiene diversos organelos con 
distintas composiciones. Estas estructuras tienden a causar des- 
viaciones en el plano de fractura, ya sea hacia arriba o abajo, lo que 
produce elevaciones, depresiones y crestas en la cara de fractura 
que reflejan los contornos del protoplasma atravesado. Por con- 
siguiente las superficies expuestas por la fractura contienen in- 
formación respecto al contenido de la célula. El objetivo es hacer 
visible esta información. El proceso de replicación se logra al usar 
la superficie de fractura como un molde en el que se deposita una 
capa de metal pesado. El metal pesado se deposita en la superficie 
nueva expuesta del tejido congelado en la misma cámara en la que 
se fracturó el tejido. El metal se deposita en un ángulo para pro- 
ducir sombras que acentúen la topografía local (fig. 18-17), como 
se describe en la sección previa referente a proyección de sombras. 


FIGURA 18-17 Réplica de una célula de raíz de cebolla congelada y 
fracturada que muestra la envoltura nuclear (N.E.) con sus poros nu- 
cleares (N.P.), el aparato de Golgi (G), una vacuola citoplásmica (V) y la 
pared celular (C.W.). (Cortesía DE DanIEL BRANTON.) 


Después se deposita una capa de carbono sobre el metal en 
forma perpendicular, una capa sólida en lugar de angulada, para 
formar una capa uniforme de carbono que pegue los parches de 
metal. Una vez que se hizo el molde de la superficie, puede des- 
congelarse, retirarse y desecharse el tejido que constituyó el molde; 
la réplica de metal-carbono es la que se coloca en la rejilla para 
muestra y se visualiza en el microscopio electrónico. Las varia- 
ciones en el grosor del metal en las distintas partes de la réplica 
producen variaciones en la cantidad de electrones penetrantes que 
llegan a la pantalla de visualización, lo que produce el contras- 
te necesario en la imagen. Como se explica en el capítulo 4, los 
planos de fractura siguen el trayecto de menor resistencia por el 
bloque congelado, lo que a menudo los lleva por el centro de las 
membranas celulares. Por ello esta técnica es muy adecuada para 
examinar la distribución de las proteínas integrales de membrana 
en su trayecto por la bicapa lipídica (fig. 4-15). Tales estudios reali- 
zados por Daniel Branton y otros investigadores tuvieron una par- 
te importante en la formulación de la estructura de mosaico fluido 
de las membranas a principios del decenio de 1970 (pág. 121). 

La replicación por congelamiento y fractura por sí misma 
es una técnica en extremo valiosa, pero puede aportar aún más 
información si se incluye un paso llamado grabado por conge- 
lamiento (fig. 18-16). En este paso la muestra congelada y frac- 
turada que aún permanece dentro de la cámara fría se expone al 
vacío a una temperatura más alta por uno a unos cuantos minu- 
tos, durante los cuales puede evaporarse (sublimarse) una capa de 
hielo de la superficie expuesta. Luego de retirar parte del hielo, la 
superficie de la estructura puede cubrirse con metal pesado y car- 
bono para crear una réplica metálica que revela las superficies ex- 
terna e interna de las membranas celulares. El desarrollo de técni- 


= PE 


FIGURA 18-18 Grabado profundo. Micrografía electrónica de axonemas 
ciliares del protozoario Tetrahymena. Los axonemas se fijaron, congelaron 
y fracturaron, el agua congelada de la superficie del bloque fracturado se 
evaporó, lo que dejó una porción de los axonemas en relieve, tal como 
se visualiza en esta réplica metálica. La flecha indica una hilera distintiva 
de brazos de dineína. (Tomaba DE UrsuLa E. GOODENOUGH Y JoHN 
E. Heuser, J. CELL Bror. 95:800, 1982. MEDIANTE AUTORIZACIÓN DE 
DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 
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cas con grabado profundo realizado por John Heuser, en las que se 
retiran mayores cantidades de hielo superficial, permitieron una 
mirada fascinante de los organelos celulares. Las figuras 18-18, 
8-38 y 9-45 presentan ejemplos de muestras preparadas con esta 
técnica en los que puede verse que las partes individuales de la 
célula sobresalen en relieve contra el fondo. La técnica brinda una 
resolución muy alta y puede usarse para revelar la estructura y 
la distribución de los complejos macromoleculares, como los del 
citoesqueleto, como se supone que existen dentro de la célula viva. 


18.3 MICROSCOPIA ELECTRÓNICA DE i 
BARRIDO Y MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMIGA 


La microscopia electrónica de transmisión (TEM) se explota 
más en el examen de la estructura interna de las células. En cam- 
bio, el microscopio electrónico de barrido (SEM) se emplea sobre 
todo para examinar las superficies de los objetos cuyo tamaño 
varía desde un virus hasta la cabeza de un animal (fig. 18-19). La 
construcción y la operación del SEM son muy diferentes a las del 
TEM. El objetivo de la preparación de la muestra para el SEM 
es producir un objeto que tenga las mismas propiedades de forma 
y superficie que en el estado vivo, pero que carezca de líquido, ya 
que esto es necesario para observar la muestra al vacío. Como el 
agua constituye un porcentaje muy alto del peso de las células 
vivas y se encuentra relacionada con todas las macromoléculas, su 
extracción puede tener un efecto muy destructivo en la estructura 
celular. Cuando las células sólo se secan al aire, la destrucción se 
debe sobre todo a la tensión superficial en las interfases agua-aire. 
Las muestras que se examinarán con el SEM se fijan, se pasan 


por una serie de alcoholes y luego se secan en un proceso de secado 
de punto crítico. El secado de punto crítico ofrece la ventaja de que 
cada solvente tiene una temperatura y una presión críticas en las 
que la densidad del vapor es igual a la densidad del líquido. En 
este punto no hay tensión superficial entre el gas y el líquido. El 
solvente de las células se sustituye con un líquido de transición 
(por lo general dióxido de carbono), que se vaporiza a presión 
para que las células no se expongan a ninguna tensión superficial 
que pudiera distorsionar su configuración tridimensional. 

Una vez que la muestra se seca, se cubre con una capa del- 
gada de metal, lo que la convierte en un blanco adecuado para un 
rayo de electrones. En el microscopio electrónico de transición, 
el rayo de electrones se enfoca mediante las lentes del condensa- 
dor para iluminar al mismo tiempo todo el campo de visión. En 
el microscopio electrónico de barrido, los electrones se aceleran 
en un rayo fino que barre la muestra. En el TEM, los electro- 
nes pasan por la muestra para formar una imagen; en el SEM, 
ésta se forma con los electrones que se reflejan desde la muestra 
(se dispersan de regreso) o con los electrones secundarios que la 
muestra emite después de ser golpeada por el rayo electrónico 
primario. Tales electrones golpean un detector que se localiza 
cerca de la superficie de la muestra. 

La formación de la imagen en el SEM es indirecta. Ade- 
más del rayo que explora la superficie de la muestra, otro rayo 
electrónico explora al mismo tiempo la cara de un tubo de ra- 
yos catódicos y produce una imagen similar a la que se observa 
en una pantalla de televisión. Los electrones que rebotan de la 
muestra y llegan al detector controlan la fuerza del rayo en el 
tubo de rayos catódicos. Mientras más electrones se recolecten 
de la muestra en un punto determinado, más fuerte es la señal 


(b) 


FIGUR/ 9 Microscopia electrónica de barrido. Micrografías elec- 
trónicas de barrido de (a) un bacteriófago T4 (<275 000) y (b) la cabe- 
za de un insecto (X40). (A: REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE A. N. 
Broers, B. J. Panessa y J. F. GENNARO, Science 189:635, 1975; O DE- 
RECHOS RESERVADOS 1975, AMERICAN ASSOCIATION FOR THE ÁDVAN- 
CEMENT OF SCIENCE; B: CORTESÍA DE H. F. Howpen Y L. E. C. Line.) 
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para el tubo y mayor la intensidad del rayo en la pantalla en el 
punto correspondiente. El resultado es una imagen en la pantalla 
que refleja la topología superficial de la muestra porque es su 
topología (grietas, colinas y orificios) lo que determina el número 
de electrones reunidos de las diversas partes de la superficie. 

Como resulta evidente en las fotografías de la figura 18-19, 
un SEM puede proveer un alto grado de magnificación (desde 
cerca de 15 hasta 150000 veces la de un instrumento estándar). 
El poder de resolución de un SEM depende del diámetro del 
rayo electrónico. Los modelos más nuevos son capaces de alcan- 
zar resoluciones menores de 5 nm, que se emplean para localizar 
anticuerpos marcados con oro unidos con la superficie celular. El 
SEM también proporciona una profundidad de enfoque notable, 
unas 500 veces más que el microscopio óptico con una magnifi- 
cación correspondiente. Esta propiedad hace que el SEM tenga 
imágenes de calidad tridimensional. A nivel celular, el SEM per- 
mite al observador apreciar la estructura de la superficie externa 
de las células y todos los procesos, extensiones y materiales extra- 
celulares diversos que interactúan con el ambiente. 


Microscopia de fuerza atómica 


Aunque no es electrónico, el microscopio de fuerza atómica 
(AFM, atomic force microscope) es un instrumento de barrido 
de alta resolución cada vez más importante en nanotecnología 
y biología molecular. En el texto se presentan varias imágenes 
obtenidas por AFM: las figuras 4-24a, 5-24, 7-32c y la que está 
al inicio del capítulo 12. El AFM opera mediante la exploración 
de la superficie de la muestra con una punta (sonda) aguda de 
tamaño nanométrico. En un tipo de AFM, la sonda está unida 
con un diminuto haz oscilante (o ménsula) cuya frecuencia de 
oscilaciones cambia cuando la punta encuentra variaciones en la 
topografía de la muestra. Tales cambios en la oscilación del haz 
pueden convertirse en una imagen topográfica tridimensional de 
la superficie de la muestra. A diferencia de otras técnicas para 
determinar la estructura molecular, como la cristalografía con 
rayos X y la crio-EM, que promedian la estructura de muchas 
moléculas individuales, el AFM brinda una imagen de cada mo- 
lécula individual tal como está orientada en el campo (fig. 5-24). 
La sonda de un AFM se utiliza más que como un dispositivo 
de vigilancia; también se usa como un “nanomanipulador” para 
empujar o jalar la muestra en el intento por medir varias propie- 
dades mecánicas. Esta capacidad se ilustra en la figura 9-7, don- 
de se muestra que un solo filamento intermedio puede estirarse 
hasta varias veces su longitud normal. En un protocolo diferente, 
la punta del AFM puede cubrirse con ligandos para un receptor 
particular y pueden hacerse mediciones de la afinidad de ese re- 
ceptor por el ligando en cuestión. Por sus múltiples usos poten- 
ciales, el AFM se ha denominado “un laboratorio en una punta”. 


r 


18.4 USO DE RADIOISOTOPOS >ć— — 


Un rastreador es una sustancia que revela su presencia de una 
forma u otra y por tanto puede localizarse o vigilarse durante el 
curso de un experimento. Según la sustancia y el tipo de experi- 
mento, un rastreador puede marcarse con fluorescencia, con giro, 
densidad o radiación. En cada caso un grupo marcado permite 
detectar una molécula sin afectar la especificidad de sus interac- 
ciones. Por ejemplo, las moléculas radiactivas participan en las 


mismas reacciones que las no radiactivas, pero su localización 
puede seguirse y es posible medir la cantidad presente. 

La identidad de un átomo (ya sea de hierro, cloro o de al- 
gún otro elemento) y sus propiedades químicas se identifican 
mediante el número de protones que hay en su núcleo. Todos 
los átomos de hidrógeno tienen un solo protón, los de helio po- 
seen dos, los de litio tienen tres, etc. Sin embargo, no todos los 
átomos de hidrógeno, helio o litio albergan la misma cantidad 
de neutrones. Se dice que los átomos con el mismo número de 
protones y distinta cantidad de neutrones son isótopos uno del 
otro. Aun el hidrógeno, el elemento más simple, puede existir 
como tres isótopos distintos, según la presencia de cero, uno o 
dos neutrones en el núcleo del átomo. De estos tres isótopos de 
hidrógeno, sólo el que contiene dos neutrones es radiactivo; se 
trata del tritio (H). 

Los isótopos son radiactivos cuando contienen una combi- 
nación inestable de protones y neutrones. Los átomos que son 
inestables tienden a romperse o desintegrarse, con lo que alcan- 
zan una configuración más estable. Cuando un átomo se desin- 
tegra, libera partículas o radiación electromagnética que puede 
vigilarse con los instrumentos apropiados. Los isótopos radiac- 
tivos se encuentran en toda la tabla periódica de los elementos 
y pueden producirse en el laboratorio a partir de elementos no 
radiactivos. Muchas moléculas biológicas pueden obtenerse en 
estado radiactivo, o sea, con uno o más átomos radiactivos como 
parte de su estructura. 

La vida media (t,,,) de un radioisótopo es una medida de su 
inestabilidad. Entre más inestable sea un isótopo particular, ma- 
yor es la probabilidad de que un átomo determinado se desintegre 
en un tiempo específico. Si se comienza con un Curio’ de tritio, 
la mitad de esa cantidad de material radiactivo quedará después 
de unos 12 años (que es la vida media de este radioisótopo). Du- 
rante los primeros años de la investigación de la fotosíntesis y 
otras vías metabólicas el único isótopo del carbono disponible era 
1C, cuya vida media es cercana a 20 min. Los experimentos con 
1C se realizaban con mucha prisa para poder medir la cantidad 
de isótopo incorporado antes que la sustancia desapareciera. La 
disponibilidad del **C en el decenio de 1950, un radioisótopo con 
una vida media de 5700 años, se recibió con gran celebración. 
Los radioisótopos de mayor importancia en la investigación bio- 
lógica celular se listan en el cuadro 18-1, junto con la información 
de su vida media y la naturaleza de su radiación. 

Los átomos liberan tres formas principales de radiación du- 
rante su desintegración. Es posible que el átomo libere una partí- 
cula alfa, que consiste en dos protones y dos neutrones, y es equi- 
valente al núcleo de un átomo de helio; una partícula beta, que 
equivale a un electrón; además puede existir radiación gamma, 
que consiste en radiación electromagnética o fotones. Los isóto- 
pos más usuales son los emisores beta, que se vigilan mediante 
una de dos metodologías diferentes: espectrometría líquida por 
centelleo o autorradiografía. 

La espectrometría por centelleo líquido se usa para medir la 
cantidad de radiactividad en una muestra dada. Esta técnica se 
basa en la propiedad de ciertas moléculas, llamadas fosforescentes 
o centelleantes, de absorber parte de la energía de una partícula 
emitida y liberarla en la forma de luz. Al preparar una muestra 


3Un Curio es la cantidad de radiactividad necesaria para causar 3.7 X 10% 
desintegraciones por segundo. 


CUADRO 18-1 Propiedades de varios radioisótopos usados 
en la investigación biológica 


Símbolo y peso Tipo de 


atómico Vida media partículas emitidas 

H 12.3 años Beta 

qn 20 min Beta 

“e 5700 años Beta 
Na 15.1h Beta, gamma 
32p 14.3d Beta 

355 87.1d Beta 

2K 12.4h Beta, gamma 
Ca 152d Beta 

Fe 45d Beta, gamma 
eCo 5.3 años Beta, gamma 
Cu 12.8h Beta, gamma 
SZn 250d Beta, gamma 
131] 80d Beta, gamma 
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FIGURA 18-20 Procedimiento paso a paso para la preparación de una 
autorradiografía. 
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para conteo por centelleo en líquido, se mezcla la muestra con 
una solución de la sustancia fosforescente en una ampolleta de 
centelleo de vidrio o plástico. Esto coloca el material fosfores- 
cente y el isótopo radiactivo en contacto muy estrecho, de modo 
que incluso los emisores beta más débiles pueden medirse de 
manera eficiente. Una vez hecha la mezcla, la ampolleta se colo- 
ca en el instrumento de conteo, donde se hace descender en un 
pozo cuyas paredes contienen un fotodetector extremadamente 
sensible. Cuando los átomos radiactivos contenidos en la ampo- 
lleta se desintegran, las partículas emitidas activan las moléculas 
fosforescentes, que emiten destellos de luz, que se detecta por 
una fotocelda, y la señal se amplifica en un tubo fotomultiplica- 
dor dentro del contador. Después de corregir tomando en cuenta 
el ruido de fondo, la cantidad de radiactividad presente en cada 
ampolleta se exhibe en una gráfica. 

La autorradiografía es una técnica muy amplia que se em- 
plea para localizar los sitios que contienen un isótopo específico, 
ya sea en una célula, un gel de poliacrilamida o un filtro de nitro- 
celulosa. Los experimentos de pulso y seguimiento que se pre- 
sentan en la página 267 describen la importancia de la autorra- 
diografía en los descubrimientos iniciales de las actividades sin- 
téticas de las células. La autorradiografía aprovecha la capacidad 
de una partícula emitida de un átomo radiactivo para activar una 
emulsión fotográfica, muy similar a la luz o los rayos X que acti- 
van la emulsión que cubre un fragmento de película. Si la emul- 
sión fotográfica se pone en contacto con una fuente radiactiva, 
las partículas emitidas por la fuente dejan granos de plata negros 
y diminutos en la emulsión después del revelado fotográfico. La 
autorradiografía se usa para localizar radioisótopos dentro de 
cortes de tejidos que se inmovilizaron en una laminilla o una 
rejilla para el microscopio electrónico de transmisión. Los pasos 
de la preparación de una autorradiografía microscópica óptica se 
muestran en la figura 18-20. La emulsión se aplica a los cortes en 
la laminilla o la rejilla a manera de capa muy delgada y la muestra 
se coloca en un recipiente a prueba de luz para permitir que la 
emulsión se exponga por las emisiones. La cantidad de granos 
de plata que se forman es mayor entre más tiempo permanece la 
muestra antes del revelado. Cuando la laminilla o rejilla revelada 
se examina al microscopio, la localización de los granos de plata 
en la capa de emulsión que cubre el tejido indica la localización 
de la radiactividad en las células subyacentes (fig. 18-21). 


18.5 CULTIVO CELULAR č = = ě = Žž 


En todo este libro se ha recalcado la técnica de la biología celular 
con la que se intenta comprender procesos particulares mediante 
el análisis en un sistema in vitro simplificado y controlado. La 
misma estrategia puede aplicarse al estudio de las células porque 
también pueden extraerse de las influencias a las que están suje- 
tas dentro de un organismo multicelular complejo. El aprendi- 
zaje de cómo cultivar células fuera de un organismo es uno de 
los logros técnicos más valiosos en todo el estudio de la biología. 
Un vistazo a cualquier publicación de biología celular revela que 
la mayor parte de los artículos describe investigaciones realizadas 
en células cultivadas. Las razones de esto son muchas: las células 
cultivadas pueden obtenerse en grandes cantidades; casi todos 
los cultivos contienen sólo un tipo de célula; muchas actividades 
celulares distintas, como la endocitosis, el movimiento celular, la 
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FIGURA 18-21 Ejemplos de autorradiografía microscópica óptica y 
electrónica. (4) Autorradiografía microscópica óptica de un cromosoma 
del politeno del insecto Chironomus, que muestra la incorporación extensa 
de [*H]uridina en el RNA en las regiones purificadas del cromosoma. 
Las autorradiografías de este tipo confirmaron que los penachos de los 
cromosomas son sitios de transcripción. Esta micrografía puede compa- 
rarse con la de la figura 10-80, que muestra el mismo cromosoma como se 


división celular, el tráfico de membrana y la síntesis de macromo- 
léculas, pueden estudiarse en un cultivo celular; las células pue- 
den diferenciarse en un cultivo, y las células cultivadas responden 
al tratamiento con fármacos, hormonas, factores de crecimiento 
y otras sustancias activas. 

Los primeros investigadores en cultivar células emplea- 
ban medios que contenían una gran variedad de sustancias 
desconocidas. El crecimiento celular se lograba con la adición 
de líquidos obtenidos de sistemas vivos, como linfa, suero san- 
guíneo, u homogeneizados de embrión. Se descubrió que las 
células necesitaban una variedad considerable de nutrimentos, 
hormonas, factores de crecimiento y cofactores para mantener- 
se sanas y proliferar. Aun ahora la mayor parte de los medios 
de cultivo contiene grandes cantidades de suero. La importan- 
cia del suero (o los factores de crecimiento que contiene) en la 
proliferación de células cultivadas se muestra en las curvas de 
crecimiento celular de la figura 16-4. 

Uno de los principales objetivos de los cultivadores de célu- 
las es desarrollar medios definidos libres de suero que manten- 
gan el crecimiento de las células. Con un abordaje pragmático 
en el que se prueban combinaciones de varios ingredientes para 
comprobar su capacidad para sostener el crecimiento y la proli- 
feración celulares, cada vez se cultivan con éxito más células en 
medios “artificiales” que carecen de suero u otros líquidos natu- 
rales. Como era de esperarse, la composición de estos medios 
químicos es relativamente compleja; consisten en una mezcla de 
nutrimentos y vitaminas, junto con diversas proteínas purificadas 
que incluyen insulina, factor de crecimiento epidérmico y trans- 
ferrina (que proporciona hierro a la célula). 

Como son tan ricos en nutrimentos, los medios para culti- 
vo celular son un hábitat que invita al crecimiento de microor- 
ganismos. A fin de prevenir la contaminación bacteriana de los 


observa en el microscopio electrónico de barrido. (4) Autorradiografía mi- 
croscópica electrónica de una célula de médula ósea incubada en [*S]O, 
durante 5 min y fijada de inmediato. La incorporación de sulfato (revela- 
da por los pequeños granos negros de plata), se localiza en el aparato de 
Golgi (flecha). (a: TOMADA DE C. PELLING, CHROMOSOMA 15:98, 1964; 
B: TOMADA DE R. W. Young, J. CELL Bior. 57:177, 1973; MEDIANTE AU- 
TORIZACIÓN DE DERECHOS DE LA ROCKEFELLER UnıveRsITY PRESS.) 


cultivos celulares, los expertos cultivadores de tejido deben tomar 
medidas muy estrictas para mantener las condiciones estériles en 
su espacio de trabajo. Esto se logra con el uso de guantes estériles 
y la esterilización de todos los suministros y equipo, con el em- 
pleo de niveles bajos de antibióticos en los medios, además de la 
realización de las actividades bajo una campana estéril. 

El primer paso en el cultivo celular es la obtención de cé- 
lulas. En la mayor parte de los casos sólo debe extraerse una 
ampolleta de células congeladas cultivadas con anterioridad 
de un tanque de nitrógeno líquido, descongelar la ampolleta y 
transferir las células al medio de espera. Un cultivo de este tipo 
se conoce como cultivo secundario porque las células provie- 
nen de un cultivo previo. En un cultivo primario las células se 
obtienen del organismo. Casi todos los cultivos primarios de cé- 
lulas animales se toman de embriones, cuyos tejidos se disocian 
con más facilidad en células que los tejidos de los adultos. La 
disociación se efectúa con la ayuda de una enzima proteolítica, 
como la tripsina, que digiere los dominios extracelulares de las 
proteínas que median la adhesión celular (cap. 7). Luego el teji- 
do se lava para eliminar la enzima y por lo general se suspende 
en una solución salina que carece de iones Ca?* y contiene una 
sustancia, como tetraacetato de etilenediamina (EDTA), que se 
une (quela) con los iones de calcio. Como se explica en el capí- 
tulo 7, los iones de calcio desempeñan una función clave en la 
adhesión celular y su eliminación de los tejidos facilita mucho 
la separación de las células. 

Las células normales (no malignas) pueden dividirse una 
cantidad limitada de veces (por lo general 50 a 100) antes de 
envejecer y morir (pág. 495). Por ello muchas de las células que 
suelen usarse en los estudios con cultivo de tejido se someten a 
modificaciones genéticas que les permiten crecer por tiempo in- 
definido. Las células de este tipo se conocen como línea celular 


18.6 FRACCIONAMIENTO DEL CONTENIDO DE UNA CÉLULA MEDIANTE CENTRIFUGACIÓN DIFERENCIAL 733 


(a) 


FIGURA 18-22 Comparación de la morfología de células que crecen en 
cultivos 2D y en cultivos 3D. (a) Fibroblasto humano que crece en un 
sustrato plano cubierto con fibronectina en un cultivo 2D asume una 
forma muy aplanada con lamelipodios anchos. Las adhesiones que con- 
tienen integrina se ven blancas. (4) El mismo tipo de célula cultivada 


(2) 


en una matriz 3D asume una conformación fusiforme no aplanada. La 
matriz de fibronectina extracelular aparece en azul. La barra equivale a 
10 pm. (Tomana DE KenerH M. Yamana y EDNA CUKIERMAN, CELL 
130:603, 2007, con AUTORIZACIÓN DE CELL Press.) 


y casi siempre crecen para formar tumores malignos cuando se 
inyectan en animales de laboratorio susceptibles. La frecuencia 
con la que una célula normal que crece en cultivo se transfor- 
ma de manera espontánea en una línea celular depende del or- 
ganismo del que proviene. Por ejemplo, las células de ratón se 
transforman con una frecuencia más o menos alta; las células 
humanas se transforman sólo raras veces, si es que sucede. Las 
líneas celulares humanas (p. ej., células HeLa) suelen derivarse 
de tumores humanos o de células tratadas con virus o sustancias 
que causan cáncer. 

Varios laboratorios se alejan de los sistemas de cultivo hi- 
dimensional tradicionales, en los que las células crecen sobre una 
superficie plana o una caja de cultivo, a los sistemas tridimensio- 
nales, en los que las células crecen en una matriz tridimensional 
consistente en materiales extracelulares sintéticos, naturales o 
ambos. Estos materiales pueden adquirirse como productos que 
contienen proteínas y otros componentes derivados de membra- 
nas basales naturales (figs. 7-8 y 7-12). Las células en el cuerpo 
no viven en superficies planas y duras como plástico y por con- 
siguiente, se cree que las matrices tridimensionales brindan un 
ambiente mucho más natural para las células cultivadas. Por con- 
siguiente, la morfología y comportamiento de las células en estos 
ambientes tridimensionales se parecen más a las células obser- 
vadas en los tejidos del cuerpo. Esto se refleja en las diferencias 
de la organización citoesquelética, tipos de adhesiones celulares, 
actividades de señalización y estados de diferenciación de las cé- 
lulas en los dos tipos de sistemas de cultivo. Además, los sistemas 
de cultivo 3D también son más adecuados para estudiar las in- 
teracciones entre células porque les permiten estar en contacto 
unas con otras en cualquier punto de su superficie. La figura 18- 
22 muestra imágenes de fibroblastos humanos cultivados en una 


superficie plana o en una matriz tridimensional. La célula en la 
figura 18-22a está presionada contra el sustrato, lo que crea una 
superficie superior (dorsal) e inferior (ventral) muy poco natural 
con lamelipodios demasiado anchos y aplanados. En cambio, el 
mismo tipo de célula en cultivo 3D (fig. 18-22%) tiene una es- 
tructura fusiforme típica sin diferenciación superficial evidente. 

Muchos tipos distintos de plantas también pueden crecer 
en cultivo. En una técnica, las células vegetales se tratan con la 
enzima celulasa, que digiere la pared celular y libera la célula des- 
nuda o protoplasto. Entonces los protoplastos pueden cultivarse 
en un medio químico definido que promueve su crecimiento y 
división. En las condiciones adecuadas las células pueden crecer 
en un cúmulo indiferenciado de células llamado calo, en el que es 
posible inducir el desarrollo de brotes de los que la planta puede 
regenerarse. En una técnica alternativa, con tratamiento hormo- 
nal puede hacerse que las células del tejido de la hoja pierdan 
sus propiedades diferenciadas y se transformen en material de 
callo. El callo puede transferirse después a un medio líquido para 
iniciar un cultivo celular. 


18.6 FRACCIONAMIENTO DEL CONTENIDO 
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La mayor parte de las células contiene una variedad de orga- 
nelos distintos. Si se pretende estudiar una función particular 
de las mitocondrias o aislar una enzima particular del apara- 
to de Golgi, es conveniente aislar primero el organelo relevante 
en estado purificado. El aislamiento de un organelo particular 
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en gran cantidad suele lograrse mediante la técnica de centrifu- 
gación diferencial, que depende del principio de que, en tanto 
sean más densas que el medio circundante, las partículas de dife- 
rente tamaño y forma viajan hacia el fondo de un tubo centrifu- 
gado a distintas velocidades cuando se colocan en un campo de 
centrifugación. 

Para efectuar esta técnica se procede primero a la rotura 
mecánica de las células con un homogeneizador mecánico. Las 
células se homogeneizan en una solución amortiguada isotónica 
(que a menudo contiene sacarosa), lo que previene la rotura de 
las vesículas de membrana por ósmosis. El homogeneizado se 
somete a una serie de centrifugaciones secuenciales cada vez con 
mayor fuerza centrífuga. Los pasos de esta técnica se explican en 
el capítulo 8 y se ilustran en la figura 8-5. Al principio el homo- 
geneizado se somete a fuerzas centrífugas bajas por un periodo 
corto para que sólo los organelos celulares más grandes, como 
los núcleos (y cualquier célula completa remanente), se sedimen- 
ten en una “pelotilla”. Los organelos citoplásmicos relativamente 
grandes (mitocondrias, cloroplastos, lisosomas y peroxisomas) 
pueden separarse de la suspensión con fuerzas centrífugas ma- 
yores (fig. 8-5). Los microsomas (fragmentos de membranas va- 
cuolares y reticulares del citosol) y los ribosomas de la suspensión 
se retiran en los pasos subsiguientes. Este último paso requiere la 
ultracentrífuga, que puede generar velocidades de 75000 revolu- 
ciones por minuto que producen fuerzas equivalentes a 500000 
veces la gravedad. Una vez que los ribosomas se retiran, el so- 
brenadante consiste en la fase soluble de la célula y las partículas 
demasiado pequeñas para retirarse por sedimentación. 

Puesto que los pasos iniciales de la centrifugación diferen- 
cial no producen preparaciones puras de un organelo particular, 
casi siempre se requieren pasos adicionales. En muchos casos se 
logra una purificación adicional mediante centrifugación de una 
de las fracciones a través de un gradiente de densidad, como se 
muestra en la figura 18-23, lo que distribuye el contenido de la 
muestra en varias capas de acuerdo con su densidad. La compo- 
sición de varias fracciones puede determinarse con el examen 
microscópico o la medición de las cantidades de proteínas par- 
ticulares conocidas como específicas de organelos particulares. 

Los organelos celulares aislados por centrifugación diferen- 
cial conservan un nivel notable de actividad normal, siempre que 
no se expongan a condiciones desnaturalizantes durante el aisla- 
miento. Los organelos aislados con este procedimiento pueden 
usarse en sistemas sin células para estudiar una gran variedad de 
actividades celulares, incluida la síntesis de proteínas unidas a la 
membrana (pág. 270), formación de vesículas de transporte (pág. 
287) y el transporte de solutos y desarrollo de gradientes iónicos 


(fig. 5-25a). 


r 
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Y FRACCIONAMIENTO DE PROTEINAS — — 


En el curso de este libro se consideran las propiedades de muchas 
proteínas. La proteína debe aislarse en un estado relativamente 
puro antes de poder obtener información de la estructura o la 
función de una proteína particular. Como la mayor parte de las 
células contiene miles de proteínas diferentes, la purificación de 
una sola especie puede ser todo un desafío, en especial si la pro- 


Material resuspendido 
de la partícula de 20 000 g 


Lisosomas llenos 


Sacarosa 1 — e 
con Tritón WR1339 
3 Mitocondrias 
Gradiente (1.18 g/ml) 
de densidad 
Sacarosa 2 — de sacarosa Peroxisomas 
molar (1.23 g/ml) 


FIGURA 18-23 Purificación de fracciones subcelulares por centrifuga- 
ción de equilibrio con gradiente de densidad. En este ejemplo parti- 
cular, el medio se compone de un gradiente de densidad continuo de 
sacarosa y los distintos organelos se sedimentan hasta que llegan a un 
sitio en el tubo igual a su propia densidad, donde forman bandas. La 
partícula de 20000 g se obtiene como se muestra en la figura 8-5. 


teína se encuentra en baja concentración en la célula. En esta 
sección se revisan de manera breve sólo algunas de las técnicas 
empleadas para purificar las proteínas. 

Por lo general la purificación de una proteína se realiza me- 
diante la eliminación de los contaminantes por pasos. Es posible 
que dos proteínas sean muy similares en cuanto a una propiedad, 
como la carga general, y muy distintas en otra, como el tamaño o 
la forma moleculares. Por consiguiente la purificación completa 
de una proteína determinada suele requerir el uso de técnicas su- 
cesivas que aprovechan las diferentes propiedades de las proteí- 
nas que se separan. La purificación se mide como un incremento 
en la actividad específica, que es el índice entre la cantidad de 
esa proteína y el total de proteína presente en la muestra. Debe 
emplearse algún rasgo identificable de la proteína específica 
como prueba para identificar la cantidad relativa de esa proteína 
en la muestra. Si la proteína es una enzima, puede recurrirse a su 
actividad catalítica como prueba para vigilar la purificación. Una 
alternativa consiste en basar las pruebas en criterios inmunoló- 
gicos, electroforéticos, microscópicos electrónicos u otros. Las 
mediciones de la proteína total en una muestra pueden hacerse 
con varias propiedades, inclusive el nitrógeno total, que puede 
medirse con gran precisión y es bastante constante en cerca de 
16% del peso seco de todas las proteínas. 


Precipitación selectiva 


El primer paso en la purificación selectiva debe ser uno que pue- 
da realizarse en una preparación muy impura y pueda produ- 
cir un gran aumento en la actividad específica. Por lo general el 
primer paso aprovecha las diferencias en la solubilidad entre las 
proteínas mediante la precipitación selectiva de la proteína de- 
seada. Las propiedades de solubilidad de una proteína dependen 
mucho de la distribución de cadenas laterales hidrófilas e hidró- 
fobas en su superficie. La solubilidad de una proteína en una 
solución determinada depende de un equilibrio relativo entre las 
interacciones proteína-solvente que la mantienen en solución y 
de las interacciones proteína-proteína que hacen que se agregue y 
precipite de la solución. La sal que más se utiliza para la precipi- 
tación selectiva de proteínas es el sulfato de amonio, que es muy 
soluble en agua y tiene una gran fuerza iónica. La purificación 
se logra mediante la adición gradual de una solución saturada de 
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sulfato de amonio al extracto crudo de proteína. Conforme la 
adición de la sal continúa, la precipitación de las proteínas conta- 
minantes aumenta y el precipitado puede desecharse. Al final se 
alcanza un punto en el que la proteína que se busca se separa de 
la solución. Este punto se reconoce por la pérdida de actividad 
en la fracción soluble cuando se prueba con el ensayo particular 
que se utilice. Una vez que la proteína deseada se precipita, las 
proteínas contaminantes se dejan en la solución, mientras que 
la proteína buscada puede disolverse de nuevo. 


Cromatografía líquida en columna 


Cromatografía es un término que designa varias técnicas en las 
que una mezcla de componentes disueltos se fracciona a su paso 
por cierto tipo de matriz porosa. En las técnicas de cromatogra- 
fía líquida, los componentes en una mezcla pueden relacionarse 
con una de dos fases alternativas: una fase móvil, consistente en 
un solvente en movimiento, y una fase inmóvil, que es la matriz 
a través de la cual se mueve el solvente.* La fase inmóvil de los 
procedimientos cromatográficos, que se describen más adelan- 
te, consiste en materiales que se empacan en una columna. Las 
proteínas que van a fraccionarse se disuelven en un solvente y 
luego se pasan por la columna. Los materiales que conforman la 
fase inmóvil contienen sitios a los que las proteínas en solución 
pueden unirse. Conforme las moléculas de proteína individual 
interactúan con los materiales de la matriz, su progreso por la 
columna se retrasa. Por tanto mientras mayor sea la afinidad de 
una proteína particular por el material de la matriz, su paso por 
la columna es más lento. Como las diferentes proteínas de la 
mezcla tienen distinta afinidad por la matriz, se retrasan en dife- 
rente medida. Conforme el solvente pasa por la columna y gotea 
del fondo, se recolecta como fracciones en una serie de tubos. Las 
proteínas en la mezcla con la menor afinidad por la columna 
aparecen en las primeras fracciones que salen de la columna. La 
resolución de muchos procedimientos cromatográficos mejoró 
en los últimos años gracias al desarrollo de la cromatografía líqui- 
da de alto desempeño (HPLC), en la que se usan columnas largas y 
delgadas, y la fase móvil se obliga a pasar por una matriz apretada 
no compresible que está sometida a alta presión. 


Cromatografía de intercambio iónico Las proteínas son 
electrólitos polivalentes grandes y es improbable que muchas 
proteínas en una preparación de pureza parcial tengan la misma 
carga general. La carga general de una proteína es la suma de 
todas las cargas individuales de sus aminoácidos componentes. 
Como la carga de cada aminoácido depende del pH del medio 
(fig. 2-27), la carga de cada proteína también depende del pH. 
Cuando el pH disminuye, los grupos con carga negativa se neu- 
tralizan y los grupos con carga positiva se vuelven más numero- 
sos. Lo contrario ocurre cuando el pH aumenta. Existe un pH 
para cada proteína en el que el número total de cargas negativas 
es igual al de cargas positivas. Este pH es el punto isoeléctrico, 
en el que la proteína es neutra. El punto isoeléctrico de la mayor 
parte de las proteínas está por debajo del pH 7. 

La carga iónica se usa como base para la purificación en 
diversas técnicas, incluida la cromatografía con intercambio 


“La cromatografía líquida se distingue de la cromatografía gaseosa en que la fase 
móvil está representada por un gas inerte. 


Mezcla de 
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cargadas 
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Cantidad de proteína 


1=> Número de fracción 


FIGURA 18-24 Cromatografía por intercambio iónico. Separación de 
dos proteínas mediante DEAE-celulosa. En este caso, una resina de in- 
tercambio con carga positiva se usa para unirse con la proteína con ma- 
yor carga negativa. 


iónico. Ésta depende de los enlaces iónicos de proteínas con un 
material matriz inerte, como la celulosa, que contiene grupos con 
carga eléctrica unidos por enlaces covalentes. Dos de las resinas 
de intercambio iónico más usuales son la dietilaminoetilcelulo- 
sa (DEAE) y la carboximetilcelulosa (CM). La DEAE-celulosa 
tiene cargas positivas, por lo que se une con moléculas de carga 
negativa; es un intercambiador de aniones. La CM-celulosa po- 
see carga negativa y es un intercambiador de cationes. La resina se 
empaca en una columna y se permite que la solución de proteína 
pase por la columna en un amortiguador cuya composición pro- 
mueve la unión de algunas o todas las proteínas con la resina. 
Las proteínas se unen con la resina en forma reversible y pueden 
desplazarse por el aumento en la fuerza iónica del amortiguador 
(que agrega iones para competir con los grupos cargados de las 
macromoléculas para sitios en la resina) o por el cambio de su 
pH. Las proteínas se extraen de la columna en orden, de la que 
tiene una unión menos fuerte a la unida con mayor fuerza. La 
figura 18-24 muestra una representación esquemática de la se- 
paración de dos especies de proteínas mediante la extracción por 
pasos de una columna de intercambio iónico. 


Cromatografía de filtración en gel La filtración en gel se- 
para proteínas (o ácidos nucleicos) con base en su tamaño efecti- 
vo (radio hidrodinámico). Como la cromatografía de intercambio 
iónico, el material de separación consiste en cuentas diminutas 
que se empacan en una columna a través de la cual la solución 
de proteína pasa lentamente. Los materiales que se emplean en 
la filtración por gel se componen de polisacáridos con enlaces 
cruzados (dextranos o agarosa) de distinta porosidad, lo que per- 
mite que las proteínas se difundan dentro y fuera de las cuentas. 
La mejor forma de describir la técnica es con un ejemplo (fig. 
18-25). 

Supóngase que se intenta purificar una proteína globular 
con una masa molecular de 125000 daltones. Esta proteína se 
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Mezcla de 3 
proteínas 


Cuentas 
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FIGURA 18-25 Cromatografía de filtración en gel. Separación de tres 
proteínas globulares con diferente masa molecular, como se describe en 
el texto. Entre las proteínas con forma básica similar, las moléculas más 
grandes se eliminan antes que las pequeñas. 


encuentra en solución con dos proteínas contaminantes de for- 
ma similar, una mucho más grande de 250000 daltones, y la 
otra mucho más pequeña, de 75000 daltones. Un modo en que 
la proteína podría purificarse consiste en pasar la mezcla por una 
columna de cuentas Sephadex G-150, que permite la entrada 
de proteínas globulares menores de 200 kDa. Cuando la mez- 
cla de proteínas pasa por el lecho de la columna, la proteína de 
250 kDa es incapaz de entrar a las cuentas y permanece disuelta 
en la fase solvente móvil. Como resultado la proteína de 250 
kDa se extrae en cuanto el solvente de la columna (el volumen 
del lecho) termina de gotear. En cambio, las otras dos proteínas 
pueden difundirse a los intersticios entre las cuentas y su paso 
por la columna se retrasa. Conforme más solvente pasa por la 
columna, estas proteínas se mueven hacia abajo y salen por el 
fondo, pero lo hacen a distintas velocidades. Entre las proteínas 
que entran a las cuentas, las especies más pequeñas se retrasan 
más que las grandes. Por consiguiente la proteína de 125 kDa se 
extrae en estado purificado, en tanto que la proteína de 75 kDa 
permanece en la columna. 


Cromatografía por afinidad Las técnicas descritas has- 
ta ahora utilizan las propiedades gruesas de una proteína para 
realizar la purificación o el fraccionamiento. Otra técnica de 
purificación llamada cromatografía por afinidad aprovecha las 
propiedades estructurales únicas de una proteína, lo que permite 
que una especie de proteína se retire de manera específica de 
la solución mientras que las demás quedan en ésta (fig. 18-26). 
Las proteínas interactúan con sustancias específicas: enzimas con 
sustratos, receptores con ligandos, antígenos con anticuerpos, etc. 
Cada uno de estos tipos de proteínas pueden retirarse de la so- 
lución si la mezcla de proteínas se pasa a través de una columna 
en la que la molécula específica de interacción (sustrato, ligan- 
do, anticuerpo, etc.) se une mediante enlaces covalentes con un 
material inerte e inmovilizado (la matriz). Si, por ejemplo, una 
preparación impura de un receptor para acetilcolina se pasa por 
una columna que contiene cuentas de agarosa a la que se une un 
análogo de acetilcolina, el receptor se une de modo específico 
con las cuentas siempre que las condiciones en la columna sean 
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FIGURA 18-26 Cromatografía por afinidad. (a) Representación esque- 


mática de las cuentas cubiertas con agarosa con las que sólo puede combi- 
narse una proteína específica. (4) Pasos del procedimiento cromatográfico. 


adecuadas para promover la interacción (pág. 167). Una vez que 
todas las proteínas contaminantes pasaron por la columna y sa- 
lieron por el fondo, las moléculas del receptor para acetilcolina 
pueden desplazarse de sus sitios de unión en la matriz mediante 
el cambio de la composición iónica o el pH del solvente en la 
columna. Por tanto, a diferencia de otros procedimientos croma- 
tográficos que separan proteínas con base en su tamaño o carga, 
la cromatografía por afinidad puede lograr una purificación casi 
total de la molécula deseada en un solo paso. 


Determinación de las interacciones proteína-proteína 
Una de las maneras de aprender respecto a la función de una 
proteína consiste en identificar las proteínas con las que inter- 
actúa. Se cuenta con varias técnicas disponibles para identificar 
qué proteínas de una célula podrían interactuar con una proteína 
determinada que ya se identificó. Una de estas técnicas acaba 
de describirse: la cromatografía por afinidad. Otra técnica utiliza 
anticuerpos. Por ejemplo, considérese que la proteína A, que ya 
se identificó y purificó, es parte de un complejo con otras dos 
proteínas en el citoplasma, las proteínas B y C. Una vez que 
la proteína A se purifica, puede obtenerse un anticuerpo contra 
esta proteína y usarse como sonda para unirse y retirar la proteína 
A de la solución. Si se prepara un extracto celular que contenga 
el complejo proteínico A-B-C y el extracto se incuba con el anti- 
cuerpo contra A, la unión del anticuerpo con la proteína A suele 
producir la coprecipitación de otras proteínas unidas con A, en 
este caso las proteínas B y C, que pueden identificarse en segui- 
da. La coprecipitación de los fragmentos de DNA se describió 
en la página 513. 

La técnica de uso más frecuente para buscar interacciones 
proteína-proteína es el sistema de dos híbridos de levaduras que 
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Stanley Fields y Ok-kyu Song de la New York State University 
en Stony Brook inventaron en 1989. Esta técnica se ilustra en 
la figura 18-27 y depende de la expresión de un gen reportero, 
como la galactosidasa B (/acZ), cuya actividad es fácil de vigilar 
mediante una prueba que detecta un cambio de color en pre- 
sencia de la enzima en una población de células de levaduras. 
La expresión del gen /acZ en este sistema se activa por una pro- 
teína particular (un factor de transcripción) que contiene dos 
dominios, un dominio para unión con DNA y un dominio de 
activación (fig. 18-274). El dominio de unión con DNA media 
la unión con el promotor y el dominio de activación media la 
interacción con otras proteínas participantes en la activación de 
la expresión del gen. Ambos dominios deben estar presentes para 
que haya transcripción. Para emplear esta técnica se preparan 
dos tipos diferentes de moléculas de DNA recombinante. Una 
molécula de DNA contiene un segmento de DNA que codifica 
el dominio de unión con DNA del factor de transcripción unido 
con un segmento de DNA que codifica la proteína “carnada” (X). 
La proteína carnada es la que se caracterizó y aquella para la que 
se buscan compuestos potenciales de unión. Cuando este DNA 
recombinante se expresa en una célula de levadura, la célula pro- 
duce una proteína híbrida como la que se muestra en la figura 
18-270. La otra molécula de DNA contiene una porción del fac- 
tor de transcripción que codifica el dominio de activación unido 
con el DNA que codifica una proteína desconocida (Y). Estos 
DNA (o cDNA como se les conoce) se preparan de los mRNA 
por acción de la transcriptasa inversa como se describe en la pá- 
gina 756. Asúmase que Y es una proteína capaz de unirse con la 
proteína carnada. Cuando un DNA recombinante que codifica 
Y se expresa en una célula de levadura, la célula produce una 
proteína híbrida como la mostrada en la figura 18-27c. Cuando 
se produce en una sola célula, ni la proteína híbrida que contiene 
X ni la que contiene Y son capaces de activar la transcripción 
del gen /acZ (fig. 18-270,c). Sin embargo, si estas dos moléculas 
de DNA recombinante particulares se introducen en la misma 
célula de levadura (como en la figura 18-274), las proteínas X y Y 
pueden interactuar una con la otra para reconstituir un factor de 
transcripción funcional, un fenómeno que puede detectarse por 
la capacidad de la célula para producir galactosidasa B. Con esta 
técnica los investigadores pueden “pescar” proteínas codificadas 
por genes desconocidos capaces de interactuar con la proteína 
“carnada”. El uso de esta técnica en estudios de proteómica se 
describe en la página 61. 


Electroforesis en gel de poliacrilamida 


La electroforesis es otra técnica que se utiliza con frecuencia 
para fraccionar proteínas; depende de la capacidad de moléculas 
cargadas para migrar cuando se colocan en un campo eléctrico. 
La separación electroforética de proteínas casi siempre se realiza 
por electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE), en la que 
las proteínas son impulsadas por una corriente que se aplica a 
través de una matriz gelatinosa. La matriz se compone de po- 
límeros de una pequeña molécula orgánica (acrilamida) que es- 
tablece enlaces cruzados para formar un tamiz molecular. Puede 
formarse un gel de poliacrilamida como una losa delgada entre 
dos placas de vidrio o como un cilindro dentro de un tubo de 
vidrio. Una vez que el gel se polimeriza, la losa (o tubo) se sus- 
pende entre dos compartimientos que contienen un amortigua- 
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FIGURA 18-27 Uso del sistema de dos híbridos de levaduras. Esta prue- 
ba para la interacción entre dos proteínas depende de que una célula sea 
capaz de reunir dos partes de un factor de transcripción. (a) Las dos 
partes del factor de transcripción (el dominio para unión con DNA y el 
dominio de activación), se ven aquí conforme el factor de transcripción 
se une con el promotor de un gen (/acZ) que codifica la galactosidasa 
B. (5) En este caso, una célula de levadura sintetizó el dominio para 
unión con DNA del factor de transcripción unido con una proteína X 
“carnada”. Este complejo no puede activar la transcripción. (c) En este 
caso, una célula de levadura sintetizó el dominio de activación del factor 
de transcripción unido con una proteína Y desconocida “pescado”. Este 
complejo no puede activar la transcripción. (4) Una célula de levadura 
sintetizó las proteínas X y Y, lo que reconstituye un factor de transcrip- 
ción completo y permite la expresión de /acZ, que es fácil de detectar. 
(e) Si el segundo DNA codificó una proteína, por ejemplo, Z, que no 


pudo unirse con X, la expresión del gen reportero no se habría detectado. 


dor en el que se sumergen electrodos opuestos. En un gel en 
forma de losa, la muestra concentrada que contiene las proteínas 
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se coloca en ranuras sobre el borde superior del gel, como se 
muestra en el paso 1 de la figura 18-28. La muestra de proteína 
se prepara en una solución que contiene sacarosa o glicerol, cuya 
densidad impide que la mezcla se combine con el amortigua- 
dor en el compartimiento superior. Luego se aplica voltaje entre 
los compartimientos del amortiguador y la corriente fluye por 
la losa, lo que hace que las proteínas se muevan al electrodo con 
carga opuesta (paso 2). Por lo general la separación se efectúa 
con amortiguadores alcalinos, lo que ocasiona que las proteínas 
tengan una carga negativa y las obliga a migrar hacia el ánodo de 
carga positiva en el extremo contrario del gel. Después de la elec- 
troforesis, la losa se retira de las placas de vidrio y se tiñe (paso 3). 

El movimiento relativo de las proteínas por un gel de poli- 
acrilamida depende de la densidad de carga (carga por unidad de 
masa) de las moléculas. Mientras mayor sea la densidad de carga, 
la proteína se impulsa con más fuerza por el gel y por tanto la 
migración es más rápida. No obstante, la densidad de carga es 
sólo un factor importante en el fraccionamiento por PAGE; el 
tamaño y la forma también influyen. La poliacrilamida forma un 
tamiz molecular con enlaces cruzados que enreda las proteínas 
que pasan por el gel. Entre mayor sea la proteína, más se enreda 
y migra con más lentitud. La forma también es un factor im- 
portante, porque las proteínas globulares compactas se mueven 
más rápido que las proteínas fibrosas alargadas de masa mole- 
cular similar. La concentración de acrilamida (y el agente de los 
enlaces cruzados) que se emplea para hacer el gel es otro factor 
importante. Á menor concentración de acrilamida, menos enla- 
ces cruzados se forman en el gel y la migración de una molécula 
proteínica determinada puede ser más rápida. Un gel que contie- 
ne 5% de acrilamida podría ser útil para separar proteínas de 60 
a 250 kDa, en tanto que el gel con 15% de acrilamida permitiría 
separar proteínas de 10 a 50 kDa. 

El progreso de la electroforesis se sigue al observar la migra- 
ción de un tinte rastreador cargado que se mueve justo por delan- 
te de las proteínas más rápidas (paso 2, fig. 18-28). Después que 
el tinte rastreador se movió a la localización deseada, la corriente 
se corta y el gel se retira de su recipiente. Por lo general el gel se 
tiñe con azul Coomassie o tinción de plata para revelar la locali- 
zación de las proteínas. Si las proteínas tienen marca radiactiva, 
su localización puede reconocerse al presionar el gel contra un 
fragmento de película para rayos X a fin de producir una auto- 
radiografía o el gel puede rebanarse en fracciones y las proteínas 
individuales aislarse. Una alternativa consiste en transferir las 
proteínas del gel por un segundo procedimiento electroforético 
a una membrana de nitrocelulosa para formar una mancha (pág. 
745). Las proteínas se absorben en la superficie de la membrana 
en las mismas posiciones relativas que ocupan en el gel. En una 
inmunotransferencia (Western blot), las proteínas en la membrana 
se identifican por su interacción con anticuerpos específicos. 


SDS-PAGE La electroforesis en gel de poliacrilamida 
(PAGE) suele llevarse a cabo en presencia del detergente con 
carga negativa sulfato de dodecilo sódico (SDS), que se une en 
grandes cantidades con todos los tipos de moléculas de proteína 
(pág. 128). La repulsión electrostática entre las moléculas unidas 
de SDS hace que las proteínas se desplieguen en forma similar a 
un bastón, lo que elimina las diferencias en la forma como factor 
para la separación. El número de moléculas de SDS que se unen 
con una proteína es casi proporcional a la masa molecular de 
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FIGURA 18-28 Electroforesis en gel de poliacrilamida. Las muestras de 
proteína suelen disolverse en una solución de sacarosa cuya densidad 
impide que la muestra se mezcle con el amortiguador y luego se carga en 
los pozos con una pipeta fina como se muestra en el paso 1. En el paso 
2 se aplica una corriente directa al gel, lo que ocasiona que las proteínas 
se muevan en la poliacrilamida en carriles paralelos. Cuando se realiza 
en el detergente SDS, como casi siempre sucede, las proteínas se mue- 
ven como bandas a velocidades inversamente proporcionales a su masa 
molecular. Una vez que la electroforesis se completa, el gel se retira del 
marco de vidrio y se tiñe en una charola (paso 3). 


la misma (cerca de 1.4 g de SDS por gramo de proteína). Por 
consiguiente cada especie de proteína, sin importar el tamaño, 
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tiene una densidad de carga equivalente y se impulsa por el gel 
con la misma fuerza. Sin embargo, como la poliacrilamida tiene 
muchos enlaces cruzados, las proteínas más grandes se retienen 
en mayor medida que las pequeñas. Como resultado las proteínas 
se separan por SDS-PAGE con base en una sola propiedad: su 
masa molecular. Además de separar las proteínas de una mez- 
cla, la técnica SDS-PAGE puede usarse para determinar la masa 
molecular de varias proteínas mediante la comparación de las 
posiciones en las bandas con las producidas por proteínas de ta- 
maño conocido. En las páginas 141 y 168 se muestran ejemplos 


de SDS-PAGE. 


Electroforesis bidimensional en gel En 1975 Patrick 
O'Farrell de la California University, en San Francisco, desa- 
rrolló una técnica llamada electroforesis bidimensional en gel para 
fraccionar mezclas complejas de proteínas con el uso de dos pro- 
piedades diferentes de las moléculas. Primero, las proteínas se 
separan en un gel tubular según su punto isoeléctrico (pág. 735) 
mediante una técnica llamada enfoque isoeléctrico. Tras la separa- 
ción, el gel se retira y se coloca arriba de una losa de poliacrilami- 
da saturada con SDS para someterla a SDS-PAGE. Las proteí- 
nas se mueven hacia el gel de la losa y se separan de acuerdo con 
su masa molecular (fig. 18-29). Una vez separadas, las proteínas 
individuales pueden retirarse del gel y digerirse en fragmentos 
peptídicos susceptibles de analizarse mediante espectrometría de 
masa. La resolución de esta técnica es suficiente para distinguir 
la mayor parte de las proteínas de una célula. Por su gran poder 
de resolución, la electroforesis bidimensional en gel es ideal para 
detectar cambios en las proteínas presentes en una célula en dis- 
tintas condiciones, en diferentes etapas de desarrollo o del ciclo 
celular o en distintos organismos (fig. 2-48). Sin embargo, la téc- 
nica no es adecuada para diferenciar entre proteínas que tienen 
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FIGURA 18-29 Electroforesis bidimensional en gel. Gel de poliacril- 
amida bidimensional de proteínas cromosómicas no histonas de la célula 
HeLa marcadas con P*S]metionina. Con esta técnica pueden resolverse 


más de mil proteínas diferentes. (Tomana DE J. L. PerersoN Y E. H. 
McConkexy, J. BroL. Chem. 251:550, 1976.) 


una masa molecular elevada, que son muy hidrófobas o de las que 
hay muy pocas copias en la célula. 


Medición y análisis de proteínas 


Uno de los métodos más sencillos y usuales para identificar la 
cantidad de proteína o ácido nucleico presente en una solución 
determinada es medir la cantidad de luz de una longitud de onda 
específica que absorbe esa solución. El instrumento empleado 
para efectuar esta medición es el espectrofotómetro. La solu- 
ción se deposita en un recipiente especial de cuarzo con lados 
planos (se usa cuarzo porque, a diferencia del vidrio, no absorbe 
la luz ultravioleta) llamado cubeta, que se coloca en el haz de luz 
del espectrofotómetro. La cantidad de luz que pasa por la solu- 
ción sin ser absorbida (es decir, la luz transmitida) se mide en 
fotoceldas del otro lado de la cubeta. 

Dos de los 20 aminoácidos incorporados en las proteínas, la 
tirosina y la fenilalanina, absorben la luz del espectro ultravioleta, 
con una absorbancia máxima cercana a 280 nm. Si las proteínas 
en estudio tienen un porcentaje típico de estos aminoácidos, la 
absorbancia de la solución en esta longitud de onda proporciona 
una medida de la concentración de proteína. Una alternativa es 
emplear varias pruebas químicas, como la técnica de Lowry o de 
Biuret, en las que la proteína en solución participa en una reac- 
ción que produce un compuesto coloreado cuya concentración es 
proporcional a la concentración de proteína. 


Espectrometría de masa Como se explica en la página 69, 
el campo emergente de la proteómica depende mucho del aná- 
lisis de las proteínas mediante espectrometría de masa. Los espec- 
trómetros de masa son instrumentos analíticos que se usan sobre 
todo para medir las masas de moléculas, determinar fórmulas 
químicas y estructura molecular, y para identificar sustancias 
desconocidas. Los espectrómetros de masa realizan estas tareas 
mediante la conversión de sustancias de una muestra en iones 
gaseosos con cargas positivas, que se aceleran a través de un tubo 
curvo hacia una placa con carga negativa (fig. 18-30). Cuando los 
iones pasan por el tubo, se someten a un campo magnético que 
los separa unos de otros de acuerdo con su masa molecular [o, 
de manera más precisa, según su proporción entre masa y carga 
(m/z)]. Los iones golpean un detector electrónico que se localiza 
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FIGURA 18-30 Principios de operación de un espectrómetro de masa. 
(Tomana De J. E. Brany, J. RusseLL y J. R. HoLum, CHEMISTRY, 3RD 
ED. DERECHOS RESERVADOS O 2000, Jonn WiLeY AND Sons, Inc. Re- 
IMPRESA CON AUTORIZACIÓN DE Jonn WiLEY AND Sons, Inc.) 


740 Capítulo 18 TÉCNICAS EN BIOLOGÍA CELULAR Y MOLECULAR 


al final del tubo. Los iones más pequeños viajan más rápido y 
golpean el detector con más rapidez que los iones más grandes. 
La información del detector se convierte en una serie de picos 
del índice m/z ascendente (como en la figura 2-49). 

Aunque los espectrómetros de masa han sido el instrumen- 
to favorito de los químicos durante muchos años, hace apenas 
unos 10 años que los biólogos descubrieron sus sorprendentes 
poderes analíticos. Ahora, con la espectrometría de masa (MS), 
los bioquímicos pueden identificar proteínas desconocidas en 
cuestión de horas. Para realizar este análisis las proteínas sue- 
len digerirse con tripsina y los péptidos resultantes se ionizan 
con suavidad y se convierten en gases por uno de dos procedi- 
mientos. El desarrollo de estas técnicas de ionización de pépti- 
dos fue clave para adaptar la MS al estudio de las proteínas. En 
un procedimiento, llamado desorción ¡onizada asistida por matriz 
(MALDD, la muestra de proteína se aplica como parte de una 
matriz cristalina que se irradia con un pulso de láser. La ener- 
gía del láser excita la matriz y la energía absorbida convierte los 
péptidos en iones gaseosos. En un procedimiento alternativo, la 
ionización de electroaerosol (ESI), se aplica un potencial eléctrico 
a una solución peptídica, lo que hace que los péptidos se ionicen 
y el líquido se rocíe como un fino aerosol de partículas cargadas 
que entran al espectrómetro. Como actúa sobre las moléculas en 
solución, la ESI es adecuada para ionizar péptidos preparados 
con proteínas fraccionadas mediante una técnica de cromatogra- 
fía líquida que se usa con mayor frecuencia. 

Una vez que las masas moleculares de los péptidos en la 
muestra se conocen, la proteína completa puede identificarse me- 
diante la búsqueda en una base de datos como se describe en la 
página 70. Si la proteína no se identifica sin ambigúedades, uno 
o más de los péptidos generados mediante digestión con tripsi- 
na? pueden fragmentarse en un segundo paso para someterlos 
a otra ronda de espectrometría de masa. Este procedimiento de 
dos pasos (llamado MS en tándem o MS/MS) permite conocer 
la secuencia de aminoácidos de los péptidos e identificar de ma- 
nera inequívoca la proteína. La MS/MS es tan potente que las 
mezclas complejas de cientos de proteínas desconocidas pueden 
digerirse y someterse a espectrometría de masa para identificar 
de una sola vez cada una de las proteínas de la mezcla. 


r 
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La cristalografía por rayos X (o difracción de rayos X) utiliza 
cristales de proteína que se bombardean con un fino haz de rayos 
X (fig. 18-31). La radiación que se dispersa (difracta) por los 
electrones de los átomos de la proteína golpea un detector sen- 
sible a los electrones situado detrás del cristal. El patrón de dife- 
renciación que el cristal produce depende de la estructura interna 


La fragmentación se logra dentro de un espectrómetro de masa mediante la 
colisión de los péptidos con un gas inerte. La energía del choque rompe los enlaces 
peptídicos para producir una colección aleatoria de fragmentos del péptido original. 
La secuencia de aminoácidos de cada fragmento, y por tanto del péptido original, 
puede determinarse si se busca en una base de datos que contenga las masas de los 
fragmentos teóricos con todas las secuencias posibles de aminoácidos que pueden 
formarse a partir de las proteínas codificadas por ese genoma. 
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FIGURA 18-31 Análisis por difracción de rayos X. Diagrama de la di- 


fracción de rayos X por átomos de un plano de un cristal en una placa 
fotográfica. La serie ordenada de los rayos dentro del cristal produce 
una serie repetitiva de ondas circulares superpuestas que se dispersan e 
intersecan la película. Como sucede con la difracción de la luz visible, 
las ondas forman un patrón de interferencia que refuerzan unas a otras 
en algunos puntos de la película y se cancelan entre sí en otros puntos. 


de la proteína; la gran cantidad de moléculas en el cristal refuerza 
las reflexiones y ocasiona que se comporte como si fuera una mo- 
lécula gigante. Las posiciones e intensidades de los reflejos, como 
los de la placa fotográfica de la figura 2-33, pueden relacionarse 
en forma matemática con las densidades electrónicas dentro de 
la proteína porque son los electrones de los átomos los que pro- 
dujeron esas reflexiones. La resolución obtenida por la difracción 
de los rayos X depende de la cantidad de manchas que se analice. 

La mioglobina fue la primera proteína cuya estructura se 
identificó por difracción de rayos X. La proteína se analizó de 
modo sucesivo con 6, 2 y 1.4 Å, con periodos de años entre cada 
identificación completa. Si se considera que los enlaces covalen- 
tes miden entre 1 y 1.5 Å de largo, y los enlaces no covalentes 
tienen entre 2.8 y 4 Å de longitud, la información reunida para 
una proteína depende de la resolución lograda. Esto se ilustra 
con una comparación de la densidad electrónica de una pequeña 
molécula orgánica en cuatro niveles de resolución (fig. 18-32). 
En la mioglobina, una resolución de 6 Á fue suficiente para mos- 
trar la manera en que la cadena polipeptídica se pliega y la loca- 
lización de la fracción hem, pero no para mostrar la estructura 
dentro de la cadena. Una resolución de 2 Á permitió separar los 
grupos de átomos unos de otros, mientras que con 1.4 Á se re- 
conocieron las posiciones de los átomos individuales. A la fecha 

se han determinado las estructuras de varios cientos de proteínas 
con resolución atómica (<1.2 Á) y unas cuantas con resolución 
de apenas 0.66 Á. 

Con los años, la tecnología de difracción de rayos X mejoró 
mucho. Max Perutz tardó 22 años en resolver la estructura de la 
hemoglobina (fig. 2-38), una tarea que en la actualidad requeriría 
unas pocas semanas. En la mayor parte de los estudios actuales: 
1) se generan haces de rayos X intensos y muy enfocados con 
sincrotrones (pág. 98), que son aceleradores de partículas de alta 
energía que producen rayos X como producto intermediario, y 2) 
las placas fotográficas se sustituyeron por detectores electróni- 
cos muy sensibles (instrumentos unidos por carga o CCD) que 
proporcionan una lectura digital de los datos de la difracción. El 
uso de estos instrumentos junto con computadoras cada vez más 
potentes permite a los investigadores reunir y analizar datos su- 
ficientes para reconocer la estructura terciaria de casi todas las 
proteínas en cuestión de horas. Como resultado de estos avances 
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FIGURA 18-32 Distribución de densidad electrónica de una pequeña 
molécula orgánica (dicetopiperacina) calculada con varios niveles de 
resolución. Con la resolución más baja (a) sólo puede distinguirse la na- 
turaleza anular, mientras que la resolución más alta (4) revela la densidad 


la cristalografía con rayos X se aplica al análisis de estructuras 
moleculares cada vez más grandes. Es probable que la mejor for- 
ma de ilustrar esto sea con el éxito obtenido en la identificación 
de la estructura del ribosoma, que se explica en el capítulo 11. En 
la mayor parte de los casos, como sucedió con el estudio del ribo- 
soma, el principal desafío en este campo es obtener cristales útiles. 

Aunque la cristalografía por rayos X es ideal para identifi- 
car la estructura de proteínas solubles que se prestan a la crista- 
lización, puede ser muy desafiante en el estudio de estructuras 
complejas con múltiples subunidades, como los ribosomas o los 
proteosomas, o para proteínas de membrana, de las que es difícil 
obtener los cristales tridimensionales necesarios para el análisis. 
A menudo el análisis estructural de estos tipos de muestras se 
realiza con una técnica alternativa que aprovecha la ventaja del 
inmenso poder de resolución del microscopio electrónico y las 
técnicas de procesamiento de imagen basadas en la computado- 
ra. Existen dos métodos generales para el estudio de partículas 
individuales al microscopio electrónico. En una estrategia, las 
partículas se colocan en una rejilla de microscopio electrónico, 
se aplica tinción negativa y se secan al aire (como se explica en 
la página 726). En la otra técnica, conocida como criomicroscopia 
electrónica o crio-EM, las partículas se colocan en una rejilla y se 
congelan con rapidez en estado hidratado con nitrógeno líqui- 
do sin fijación ni tinción. Para los estudios de mayor resolución, 
el uso de muestras con tinción negativa casi se sustituyó ya por 
partículas hidratadas congeladas, que tienen una probabilidad 
mucho menor de generar artefactos y son más adecuadas para es- 
tudiar rasgos internos de la estructura de la partícula. En ambos 
casos, las rejillas se colocan en la columna del microscopio y se 
toman fotografías de las partículas. Cada fotografía es una ima- 
gen bidimensional de una partícula individual en la orientación 
que asume cuando descansa en la rejilla. Cuando se promedian 
las imágenes bidimensionales de decenas de miles de muestras 
distintas en todas las orientaciones concebibles mediante un 
análisis computarizado de alto poder puede generarse una re- 
construcción tridimensional de la partícula con una resolución 
cercana a 10 Å. Con esta resolución, los investigadores pueden 
seguir a la cadena polipeptídica de una proteína e incluso identi- 
ficar la localización de las cadenas laterales voluminosas de ami- 
noácidos. La figura 2-56 ilustra un modelo de un ribosoma eu- 
cariota basado en crio-EM y la figura 11-33, un modelo de una 
partícula U1 snRNP. Esta técnica también sirve para capturar 
imágenes de una estructura, como un ribosoma, en etapas distin- 


Resolución 1.5 Á Resolución 1.1 Å 


electrónica alrededor de cada átomo (indicada por las líneas de contorno 
circular). (Tomana pe D. HopGkIN. REIMPRESA CON AUTORIZACIÓN 
DE NATURE 188:445, 1960. © DERECHOS RESERVADOS 1960, Macm1- 
LLAN Macazınes Lro.) 


tas durante un proceso dinámico, como el paso de elongación de 
la síntesis proteínica. Con esta técnica se han revelado varios 
de los cambios principales en la conformación que ocurren des- 
pués de cada paso de traducción. 

Además, las estructuras de resolución atómica determinadas 
por cristalografía de rayos X pueden ajustarse en las reconstruc- 
ciones de microscopia electrónica de menor resolución para mos- 
trar la forma en que interactúan las moléculas individuales que 
constituyen un complejo multisubunitario y cómo podrían traba- 
jar juntas para realizar una actividad específica. En la figura 18-33 
se muestra la estructura terciaria de un filamento compuesto de 


FIGURA 18-33 La combinación de datos de microscopia electrónica y 
cristalografía de rayos X proporciona información sobre interacciones 
entre proteínas y sobre la estructura de complejos multisubunitarios. La 
reconstrucción basada en micrografías electrónicas de un filamento de acti- 
na-ADF se muestra en gris. Las estructuras obtenidas por cristalografía de 
rayos X de alta resolución de monómeros individuales de actina (rojo) y mo- 
léculas de ADF (verde) se ajustaron en la estructura determinada por EM, 
con menor resolución. (TomADA DE VrroLD E. GALKIN ET AL., CORTESÍA 
DE EpwarD H. EceLMan, J. CELL Bior. 163:1059, 2003; CON AUTORIZA- 
CION DEL TITULAR DEL COPYRIGHT, ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 
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actina y ADF (un miembro de la familia de la cofilina, página 
367). Las estructuras de las dos proteínas se determinaron con 
estudios de cristalografía de rayos X separados y luego se ajusta- 
ron en un modelo de microscopia electrónica de un filamento de 
actina-ADF. La reconstrucción mostrada en la figura sirvió como 
base para un mecanismo propuesto, mediante el cual las proteínas 
de la familia de la cofilina pueden inducir el corte y la despolime- 
rización de un filamento de actina (pág. 370). 

El análisis al microscopio electrónico de muestras conge- 
ladas también es útil en el estudio de proteínas de membrana, 
como el receptor nicotínico para acetilcolina (Vía experimental 
del capítulo 4). Este tipo de análisis requiere que las proteínas de 
membrana estén muy compactadas a temperaturas muy bajas (p. 
ej., —195°C) en disposiciones cristalinas bidimensionales den- 
tro del plano de la membrana. Dicha técnica ofrece una ventaja 
sobre los estudios cristalográficos de rayos X de las proteínas de 
membrana, ya que la proteína permanece durante todo el pro- 
ceso dentro de su membrana natural, en lugar de extraerse en 
detergente y cristalizarse en un ambiente no membranoso. Las 
estructuras ilustradas en la página 169 se esclarecieron en imá- 
genes combinadas de alta resolución obtenidas con microscopio 
electrónico de muchas moléculas de proteína tomadas en varios 
ángulos. Esta técnica se conoce como cristalografía electrónica. 
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Los pasos necesarios para la purificación de ácidos nucleicos son 
muy distintos de los que se emplean en la purificación de proteí- 
nas, lo que refleja la diferencia básica en la estructura de estos dos 
tipos de macromoléculas. El primer paso en la purificación de 
DNA suele ser la homogeneización de células y el aislamiento 
de los núcleos de los que se extrae el DNA. Los núcleos luego 
se extraen con una solución salina amortiguada que contiene un 
detergente, como el SDS, que sirve para destruir los núcleos y li- 
berar el DNA. La viscosidad de la solución se eleva mucho cuan- 
do el DNA se libera. El detergente también inhibe cualquier 
actividad de nucleasa presente en la preparación. 

El principal objetivo de los siguientes pasos de la purifica- 
ción es separar el DNA de los materiales contaminantes, como el 
RNA y las proteínas. Por lo general la eliminación de proteínas 
se efectúa al agitar la mezcla con un volumen de fenol. El fenol 
(o fenol/cloroformo como alternativa) es un agente desnatura- 
lizante activo de las proteínas que causa que las proteínas de la 
preparación pierdan su solubilidad y se precipiten en la solución. 
Como el fenol y las soluciones salinas amortiguadas son inmisci- 
bles, la suspensión sólo se centrifuga para separar las fases, lo que 
deja el DNA (y el RNA) en solución con la fase acuosa superior 
y la proteína presente como precipitado en el límite entre las dos 
fases. La fase acuosa se retira del tubo y se somete a ciclos repe- 
tidos de agitación con fenol y centrifugación hasta que ya no se 
retire más proteína de la solución. Después los ácidos nucleicos 
se precipitan de la solución con la adición de etanol frío. Con 
frecuencia el etanol frío forma una capa arriba de la solución 
acuosa de DNA y el DNA se enrolla en un cilindro de vidrio 
conforme sale de la solución en la interfase entre el etanol y la 
solución salina. En cambio, el RNA sale de la solución como un 
precipitado floculento que se asienta en el fondo del recipiente. 
Después de este procedimiento de purificación inicial el DNA 


se disuelve de nuevo y se trata con ribonucleasa para retirar el 
RNA contaminante. Luego la ribonucleasa se destruye con una 
proteasa, que se retira mediante desproteinización con fenol, y el 
DNA se precipita con etanol. 

El RNA puede purificarse en forma similar con DNA-asa 
en los pasos finales de la purificación en lugar de ribonuclea- 
sa. En 1987 se publicó un procedimiento alternativo para aislar 
RNA en un solo paso. En esta técnica, los tejidos se homogenei- 
zan en una solución que contiene tiocianato de guanidina 4 M y 
el extracto de RNA se mezcla con fenol y se agita con clorofor- 
mo (o bromocloropropano). Después la suspensión se centrifuga, 
lo que deja el RNA en la fase acuosa superior y el DNA y la 
proteína en el cambio de una fase a otra. 

En un método alternativo de purificación de DNA se usan 
membranas o matrices a las cuales el DNA se unirá en condi- 
ciones específicas. Para purificar DNA usando uno de estos ma- 
teriales, las células se lisan en una solución que facilita la unión 
selectiva del DNA a la matriz. El lisado se aplica a la matriz, y 
los contaminantes se eliminan del DNA mediante lavado. Por 
último, la matriz se enjuaga del DNA con un amortiguador elu- 
yente. A menudo estas matrices se apilan en diminutas columnas 
dentro de tubos de centrífuga, para que los pasos de unión, la- 
vado y elución puedan realizarse de modo eficiente mediante la 
aplicación de una fuerza centrífuga. 
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Cualquier método de fraccionamiento sistemático debe explotar 
las diferencias entre los miembros de una mezcla con fines de 
separación. Las moléculas de ácido nucleico pueden diferir entre 
sí en tamaño global, composición de bases, topología y secuencia 
de nucleótidos. Por tanto, los métodos de fraccionamiento para 
ácidos nucleicos se basan en estas características. 


Separación de DNA por electroforesis en gel 


De las diversas técnicas empleadas en el fraccionamiento de pro- 
teínas descritas antes, una de ellas, la electroforesis en gel, también 
se usa mucho para separar ácidos nucleicos con masa molecular 
diferente (o sea, longitud del nucleótido). Las moléculas peque- 
ñas de RNA o DNA de unos cuantos cientos de nucleótidos o 
menos casi siempre se separan por electroforesis en gel de po- 
liacrilamida. Las moléculas más grandes tienen problemas para 
pasar por la poliacrilamida de enlaces cruzados y por lo general 
se fraccionan en gel de agarosa, que son más porosos. La agarosa 
es un polisacárido extraído de un alga marina; se disuelve con un 
amortiguador caliente, se vierte en un molde y se gelatiniza con 
el simple descenso de temperatura. La separación de moléculas 
de DNA mayores de 25 kb suele hacerse mediante la técnica de 
electroforesis en campo con pulsos en la que la dirección del cam- 
po eléctrico en el gel se cambia en forma periódica, lo que ocasio- 
na que las moléculas de DNA se reorienten durante la migración. 

Después de la electroforesis, los fragmentos de DNA en el 
gel se visualizan empapando el gel en una solución de colorante 
como bromuro de etidio. Éste se intercala en la doble hélice y 
hace que las bandas de DNA presenten fluorescencia cuando se 
observan con radiación ultravioleta (fig. 18-34). La sensibilidad 


de la electroforesis en gel es tan alta que es posible separar mo- 
léculas de DNA o RNA que difieren por un solo nucleótido, 
una característica que dio origen a un método invaluable para 
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FIGURA 18-34 Separación de fragmentos de restricción de DNA por 
electroforesis en gel. (a) El DNA se incuba con una enzima de restric- 
ción, que lo corta en fragmentos (pág. 746). La mezcla de fragmentos 
se introduce en una ranura o foso en una placa de agarosa y se aplica 
corriente eléctrica. Las moléculas de DNA con carga negativa emigran 
hacia el electrodo positivo y se separan por tamaño. (4) Todos los frag- 
mentos de DNA que están presentes en un gel pueden revelarse me- 
diante la inmersión del gel en una solución de bromuro de etidio para 
luego observar el gel con luz ultravioleta. (B: FOTOGRAFÍA DE PHILLIPE 
PLarLLY/ScieNCcE Phoro LiBrRARY/PHOTO RESEARCHERS.) 
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la secuenciación del DNA (pág. 754). Dado que la rapidez de 
migración por un gel también puede ser afectada por la forma 
de la molécula, es posible usar la electroforesis para separar mo- 
léculas con diferente conformación, como formas circular y lineal 
o relajada y superenrollada (fig. 10-12). 


Separación de ácidos nucleicos 
por ultracentrifugación 


La experiencia indica que la estabilidad de una solución (o sus- 
pensión) depende de los componentes. La crema flota sobre la 
leche cruda, un precipitado fino se asienta en forma gradual en 
el fondo del recipiente y una solución de cloruro de sodio per- 
manece estable por tiempo indefinido. Muchos factores deter- 
minan si un componente se asienta o no en un medio líquido; 
éstos incluyen el tamaño, forma y densidad de la sustancia, así 
como la densidad y viscosidad del medio. Si un componente de 
una solución o suspensión es más denso que el medio, la fuerza 
centrífuga determina que se concentre en el fondo de un tubo de 
la centrífuga. 

Las partículas más grandes se sedimentan más rápido que 
las pequeñas de forma y densidad similares. La tendencia de las 
moléculas a concentrarse durante la centrifugación se contrarres- 
ta por los efectos de la difusión, que ocasiona que las moléculas 
se redistribuyan de modo más uniforme (aleatorio). El desarrollo 
de las ultracentrífugas permitió generar fuerzas centrífugas de 
hasta 500000 veces la fuerza de la gravedad, que son lo bastante 
grandes para contrarrestar los efectos de la difusión y hacen que 
las macromoléculas se sedimenten hacia el fondo de un tubo de 
centrífuga. La centrifugación se realiza en un ambiente casi 
de vacío para minimizar la resistencia por fricción. Las molécu- 
las de DNA (y RNA) se someten a análisis extensos mediante 
técnicas que usan la ultracentrífuga. Para el presente propósito, 
se consideran dos técnicas de centrifugación usadas en el estudio 
de ácidos nucleicos, que se ilustran en la figura 18-35. 


Sedimentación por velocidad La rapidez con que una 
molécula dada se mueve en respuesta a la fuerza centrífuga es 
su sedimentación por velocidad. Como esta última cambia con la 
fuerza centrífuga, una molécula dada se caracteriza por un coefi- 
ciente de sedimentación, que es la velocidad de sedimentación 
dividida entre la fuerza. En todo el libro se ha aludido al valor 
S de diversas macromoléculas y sus complejos. La unidad S (o 
Svedberg, en honor al inventor de la ultracentrífuga) equivale a 
un coeficiente de sedimentación de 10™ s. Como la velocidad 
con la que una partícula se mueve por una columna de líquido 
depende de varios factores, incluida la forma, la determinación 
de los coeficientes de sedimentación no proporciona por sí sola 
la masa molecular. Sin embargo, mientras se trate del mismo tipo 
de molécula, el valor S proporciona una buena medida del tama- 
ño relativo. Por ejemplo, los tres RNA ribosómicos de E. coli, a 
saber las moléculas de 55, 168 y 235, tienen longitudes de 120, 
1600 y 3200 nucleótidos, respectivamente. 

En la sedimentación por velocidad (o por zona de velocidad), 
las moléculas de ácido nucleico se separan según la longitud del 
nucleótido. La muestra que contiene la mezcla de moléculas de 
ácido nucleico se divide con cuidado en capas sobre una solu- 
ción que contiene una concentración creciente de sacarosa (u 
otra sustancia adecuada). Este gradiente preformado aumenta la 
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densidad (y la viscosidad) desde la superficie al fondo. Cuando se 
someten a grandes fuerzas centrífugas, las moléculas se mueven 
por el gradiente a una velocidad determinada por su coeficiente 
de sedimentación. A mayor coeficiente de sedimentación, más 
lejos se mueve la molécula en un periodo determinado de cen- 
trifugación. Como la densidad del medio es menor que la de las 


FIGURA 18-35 Técnicas de sedimentación de ácido nucleico. (2) Separa- 
ción de moléculas de DNA de diferente tamaño por la velocidad de sedi- 
mentación. El gradiente de densidad de la sacarosa se establece dentro del 
tubo (paso 1) al permitir que una solución de sacarosa de concentración 
cada vez mayor drene por la pared del tubo. Una vez que el gradiente se for- 
ma, la muestra se divide en capas con cuidado en la parte alta del gradiente 
(pasos 2 y 3), y el tubo se somete a centrifugación (p. ej., 50000 rpm du- 
rante 5 h) como se ilustra en el paso 4. Las moléculas de DNA se separan 
con base en su tamaño (paso 5). (5) Separación de las moléculas de DNA 
por sedimentación de equilibrio con base en las diferencias en la compo- 
sición. La muestra de DNA se mezcla con la solución de CsCl (paso 1) y 
se somete a centrifugación prolongada (p. ej., 50000 rpm durante 72 h). El 
gradiente de CsCl se forma durante la centrifugación (paso 2) y las molé- 
culas de DNA forman bandas en regiones de densidad equivalente (paso 
3). (c) El tubo del experimento 4 se punciona y se permite que el contenido 
gotee a tubos sucesivos, lo que fracciona el contenido del tubo. Se mide la 
absorbancia de la solución en cada fracción y se grafica como se muestra. 


moléculas de ácido nucleico, aun en el fondo del tubo (alrededor 
de 1.2 g/ml para la solución de sacarosa y 1.7 g/ml para el ácido 
nucleico), estas moléculas continúan su sedimentación siempre 
que el tubo se centrifugue. En otras palabras, la centrifugación 
nunca alcanza el equilibrio. Después de un periodo prescrito, el 
tubo se retira de la centrífuga, su contenido se fracciona (como 
se muestra en la figura 18-35c) y se determinan las posiciones 
relativas de las diversas moléculas. La presencia de la sacarosa 
viscosa impide que el tubo se mezcle a causa de la convección 
o la manipulación, lo que permite que las moléculas con valor 
S idéntico permanezcan en su sitio en la forma de una banda. 
El valor S de los componentes desconocidos puede establecerse 
si están presentes moléculas marcadoras con un coeficiente de 
sedimentación conocido. Las figuras 11-13 y 11-17 muestran los 
resultados experimentales obtenidos mediante la centrifugación 
con gradiente de densidad de sacarosa. 


Centrifugación de equilibrio En el otro tipo de técnica de 
centrifugación, la centrifugación de equilibrio (o isopícnica) (fig. 18- 
350), las moléculas de ácido nucleico se separan según su densi- 
dad de flotación. Por lo general en este procedimiento se utiliza 
una solución muy concentrada de la sal del metal pesado cesio. 
El análisis se inicia con la mezcla del DNA con la solución de 
cloruro de cesio o sulfato de cesio en el tubo de la centrífuga para 
luego someter el tubo a centrifugación prolongada (p. ej., dos 
a tres días con fuerzas elevadas). Durante la centrifugación los 
iones pesados de cesio se dirigen despacio hasta el fondo del tubo 
y forman un gradiente de densidad continuo en toda la columna 
de líquido. Después de cierto tiempo la tendencia de los iones de 
cesio a concentrarse hacia el fondo del tubo se contrarresta con 
la tendencia contraria para redistribuirse por difusión, y el gra- 
diente se estabiliza. Conforme el gradiente de cesio se forma, 
las moléculas individuales de DNA se impulsan hacia abajo o 
se mueven por flotación hacia arriba en el tubo, hasta que llegan 
a una posición con una densidad de flotación equivalente a la 
propia, momento en el que ya no experimentan más movimiento. 
Las moléculas con densidad equivalente forman bandas angostas 
dentro del tubo. Esta técnica es lo bastante sensible para separar 
moléculas de DNA con diferente composición de bases (como se 
ilustra en la figura 18-355) o las que tienen distintos isótopos de 
nitrógeno ("N contra “N, como en la figura 13-30). 
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La hibridación de ácido nucleico comprende varias técnicas re- 
lacionadas que se basan en la observación de que dos moléculas 
de ácido nucleico de cadena sencilla con secuencia de bases com- 
plementaria pueden formar un híbrido de doble cadena. Consi- 
dérese una situación en la que se tiene una mezcla de cientos de 
fragmentos de DNA de longitud y composición general de bases 
idénticas que sólo difieren unos de los otros por su secuencia de 
bases. Por ejemplo, asúmase que uno de los fragmentos de DNA 
constituye una porción del gen para la globina beta y el resto 
contiene genes no relacionados. La única manera de distinguir 
entre el fragmento que codifica el polipéptido globina beta y to- 
dos los demás es realizar un experimento de hibridación molecu- 
lar con moléculas complementarias como sondas. 

En el presente ejemplo la incubación de la mezcla de frag- 
mentos de DNA desnaturalizados con una cantidad excesiva de 
mRNA para globina beta llevaría a los fragmentos de globina a 
formar híbridos DNA-RNA bicatenarios, mientras los demás 
fragmentos de DNA son monocatenarios. Los híbridos DNA- 
RNA podrían separarse de los fragmentos de cadenas sencillas 
en varias formas. Por ejemplo, la mezcla podría pasarse por una 
columna de hidroxiapatita bajo condiciones iónicas en las que los 
híbridos se unieran con las sales de fosfato de calcio de la columna, 
mientras que las moléculas de DNA sin hibridar pasarían sin unir- 
se. Entonces los híbridos de la columna podrían liberarse median- 
te el incremento en la concentración del amortiguador de lavado. 

Los experimentos que usan hibridación de ácidos nucleicos 
requieren la incubación de dos poblaciones de ácidos nuclei- 
cos complementarios de cadena sencilla en condiciones (fuerza 
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FIGURA 18-36 Identificación de la localización de fragmentos de 
DNA específicos en un gel por el método Southern. Como se describe 
en la figura, los fragmentos fraccionados de DNA se desnaturalizan y 
transfieren a una membrana de nitrocelulosa, que se incuba con sondas 
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iónica, temperatura, etc.) que promuevan la formación de mo- 
léculas de cadena doble. Según el tipo de experimento realiza- 
do, las dos poblaciones de moléculas en reacción podrían estar 
presentes en solución, o una población podría inmovilizarse, por 
ejemplo, por la localización dentro de un cromosoma (como en 
la figura 10-19). 

En muchos casos una de las poblaciones de ácidos nucleicos 
de cadena sencilla que se emplea en el experimento de hibrida- 
ción se encuentra dentro de un gel. Considérese una población 
de fragmentos de DNA que se prepararon a partir de DNA ge- 
nómico y se fraccionaron por electroforesis en gel (fig. 18-36). 
Para llevar a cabo la hibridación, el gel se trata a fin de hacer al 
DNA monocatenario; éste se transfiere entonces del gel a una 
membrana de nitrocelulosa y se fija en la membrana por calenta- 
miento a 80°C en vacío. El procedimiento por el que se transfiere 
DNA a la membrana se denomina transferencia (manchado). Una 
vez que el DNA se une, la membrana se incuba con una sonda de 
DNA (o RNA) de cadena sencilla y con marca radiactiva capaz 
de formar híbridos con un grupo complementario de fragmen- 
tos. Luego la radiactividad libre se elimina y la localización de la 
sonda unida se determina por autorradiografía, como se muestra 
en la figura 18-36. El experimento recién descrito mostrado en 
dicha figura se conoce como método Southern (en honor de Ed- 
win Southern, su creador). Con el método de transferencia de 
Southern pueden identificarse uno o unos cuantos fragmentos 
de restricción de DNA que contienen una secuencia particular de 
nucleótidos, aun si el gel contiene miles de fragmentos no rela- 
cionados. La figura 10-18 presenta un ejemplo de transferencia 
de Southern. Las moléculas de RNA también pueden separarse 
por electroforesis e identificarse con una sonda marcada de DNA 
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mentos híbridos se realiza mediante autorradiografía. Durante el pro- 
cedimiento de manchado, la acción capilar atrae el amortiguador hacia 
arriba a las toallas de papel. Conforme el amortiguador se mueve por el 
gel electroforético, disuelve los fragmentos de DNA y los transfiere a la 
superficie de la membrana adyacente. 
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después de transferirse a una membrana. La figura 11-36 ilustra 
un ejemplo de este procedimiento, llamado método Northern. 
Las sondas de DNA pueden etiquetarse de varias maneras. 
Una sonda radiactiva incorpora un isótopo radiactivo (como *?P) 
en uno o más sitios de la molécula. La presencia de la sonda se 
detecta por autorradiografía, como se muestra en la figura 18-36. 
Las sondas también pueden etiquetarse con fluoróforos y detec- 
tarse por fluorescencia. Otra etiqueta de uso común es la biotina, 
una molécula orgánica pequeña que puede unirse de manera co- 
valente al esqueleto de DNA. La biotina es detectada por la pro- 
teína avidina (o por estreptavidina), que se une a ella con fuerza. 
La avidina misma debe marcarse para la detección, por ejemplo 
con un fluoróforo como se muestra en las figuras 10-19 y 10-20. 
La hibridación de ácido nucleico también puede proporcio- 
nar una medida de la similitud en la secuencia de nucleótidos en- 
tre dos muestras de DNA, como podría obtenerse de dos orga- 
nismos distintos, por ejemplo. Entre más distante sea la relación 
evolutiva entre las dos especies, mayor es la divergencia en sus 
secuencias de DNA. Si los DNA purificados de las especies A y 
B se mezclan juntos, se desnaturalizan y se permite que formen 
hélices de nuevo, un porcentaje de las cadenas dobles de DNA se 
forman con cadenas de DNA de las dos especies. Como contie- 
nen bases discrepantes, estas cadenas dobles son menos estables 
que las formadas con cadenas de DNA de la misma especie y 
la inestabilidad se refleja en la menor temperatura en la que se 
disuelven. Cuando se permite que DNA de distintas especies 
formen de nuevo hélices dobles en diferentes combinaciones, la 
temperatura de fusión (T, pág. 393) de las cadenas dobles hí- 
bridas proporciona una medida de la distancia evolutiva entre los 
organismos. Dos tipos importantes más de protocolos de hibri- 
dación de ácidos nucleicos se describen con detalle en el texto: la 
hibridación in situ en la página 397 y la hibridación en microseries 


de ¿DNA en la página 505. 
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18.12 SÍNTESIS QUÍMICA DE DNA 


En el análisis de hibridación es necesario el uso de moléculas 
de ácido nucleico monocatenarias como sondas. Otras técnicas 
fundamentales para la manipulación y el análisis de DNA en el 
laboratorio también requieren de moléculas de ácido nucleico 
monocatenarias cortas, u oligonucleótidos. La síntesis química 
de DNA y RNA es por tanto una tecnología de apoyo clave para 
muchos procedimientos. 

El desarrollo de técnicas químicas para la síntesis de poli- 
nucleótidos con una secuencia de bases específica fue iniciado 
por H. Gobind Khorana a principios del decenio de 1960 como 
parte de un intento de descifrar el código genético. Khorana et 
al. siguieron depurando sus técnicas, y una década después de su 
trabajo inicial con el código, tuvieron éxito en sintetizar un gen 
de tRNA para tirosina bacteriana, incluida la región promotora 
no transcrita. El gen, que totalizaba 126 pares de bases, fue en- 
samblado a partir de más de 20 segmentos, que se sintetizaron de 
forma individual y luego se unieron por medios enzimáticos. Es- 
tos genes artificiales se introdujeron luego en células bacterianas 
que portaban mutaciones para este tRNA, y el DNA sintético 
fue capaz de restablecer la función hasta entonces deficiente. El 
primer gen sintetizado por medios químicos que codificaba una 
proteína de tamaño promedio, el interferón humano, se ensam- 


bló en 1981, en un esfuerzo que requirió la síntesis y el ensam- 
blaje de 67 fragmentos distintos para producir un solo dúplex de 
514 pares de bases el cual contenía señales de inicio y término 
reconocidas por la RNA polimerasa bacteriana. 

Las reacciones químicas que unen nucleótidos se han au- 
tomatizado, y en la actualidad la síntesis de oligonucleótidos se 
realiza mediante máquinas controladas por computadora co- 
nectadas a depósitos de reactivos. El operario teclea en la com- 
putadora la secuencia de nucleótidos deseada y mantiene una 
dotación de los materiales en el instrumento. El oligonucleótido 
se ensambla un nucleótido a la vez desde el extremo 3' al 5' de 
la molécula, hasta un total de alrededor de 100 nucleótidos. Es 
posible incorporar en las moléculas modificadores como biotina 
y fluoróforos. Si se requiere una molécula de doble cadena, se 
sintetiza como dos cadenas complementarias que pueden unirse 
entre sí por hibridación. Se forman moléculas sintéticas más lar- 
gas ensamblando segmentos y uniéndolos. 


r 
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En los últimos 30 años se realizaron grandes avances en el aná- 
lisis de los genomas eucariotas. Este progreso comenzó cuando 
los biólogos moleculares aprendieron a construir moléculas de 
DNA recombinante, que son moléculas que contienen secuen- 
cias de DNA derivadas de más de una fuente. El DNA recom- 
binante puede usarse en diversas formas. Para empezar se con- 
sidera una de las aplicaciones más importantes: el aislamiento 
del genoma de un segmento particular de DNA que codifica un 
polipéptido determinado. No obstante, es necesario considerar 
primero una clase de enzimas cuyo descubrimiento y uso han 
hecho posible la formación de moléculas de DNA recombinante. 


Endonucleasas de restricción 


Durante el decenio de 1970 se encontró que las bacterias conte- 
nían nucleasas que reconocían secuencias cortas de nucleótidos 
dentro de un DNA doble y dividían la columna central de DNA 
en sitios específicos en ambas cadenas de la hélice doble. Tales 
enzimas se conocen como endonucleasas de restricción o sólo 
enzimas de restricción. Reciben este nombre porque en las bacte- 
rias funcionan para destruir el DNA viral que pudiera entrar a 
la célula, lo que restringe el crecimiento de los virus. La bacteria 
protege su propio DNA del ataque lítico mediante la metilación 
de las bases en los sitios susceptibles, una modificación química 
que bloquea la acción de la enzima. 

Se aíslan enzimas de varios cientos de organismos procario- 
tas distintos que, en conjunto, reconocen más de 100 secuencias 
de nucleótidos diferentes. Las secuencias que la mayor parte de 
las enzimas reconoce miden cuatro a seis nucleótidos de largo y 
se caracterizan por un tipo particular de simetría interna. Con- 
sidérese la secuencia particular reconocida por la enzima EcoR1: 


ma 
Y —CTTAAG—5' 
O 3 


Se dice que este segmento de DNA tiene simetría rotatoria doble 
porque puede girarse 180” sin que la secuencia de bases cambie. 


Por tanto, si la secuencia se lee en la misma dirección (3' a 5' 
o 5' a 3') en cualquiera de las cadenas se encuentra el mismo 
orden de bases. Una secuencia con este tipo de simetría se lla- 
ma palíndromo. Cuando la enzima EcoR1 ataca este palíndromo, 
rompe cada cadena en el mismo sitio de la secuencia, indicado 
con las flechas entre los residuos A y G. Los puntos rojos seña- 
lan las bases metiladas de esta secuencia que protegen el DNA 
del hospedador contra el ataque enzimático. Algunas enzimas de 
restricción tienen enlaces opuestos entre sí en ambas cadenas, lo 
que produce extremos romos, mientras que otras, como EcoR1, 
hacen cortes escalonados. 

El descubrimiento y la purificación de las enzimas de res- 
tricción son invaluables en los avances logrados por los biólo- 
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gos moleculares durante los últimos años. Puesto que es muy 
frecuente que una secuencia particular de cuatro a seis nucleó- 
tidos se produzca por casualidad, cualquier tipo de DNA es 
susceptible a la fragmentación por estas enzimas. El uso de las 
enzimas de restricción permite disecar el DNA del genoma 
humano, o de cualquier otro organismo, en un conjunto bien 
definido de fragmentos específicos. Una vez que el DNA de un 
individuo particular se digiere con una de estas enzimas, los 
fragmentos obtenidos pueden seccionarse con base en la dura- 
ción de la electroforesis en gel (como en la figura 18-374). Las 
diferentes enzimas separan la misma preparación de DNA en 
conjuntos distintos de fragmentos y los sitios dentro del ge- 
noma que las diversas enzimas separan pueden identificarse y 


FIGURA 18-37 Construcción de un 
mapa de restricción del pequeño geno- 
ma circular del virus tumoral de DNA 
del polioma. (a) Autorradiografías de 
fragmentos de DNA marcados con *P 
que se sometieron a electroforesis en gel. 
El gel del lado izquierdo muestra el pa- 
trón de los fragmentos de DNA obteni- 
dos después de la digestión completa del 
genoma de polioma con la enzima Apall. 
Para determinar cómo se reúnen estos 
ocho fragmentos para conformar el ge- 
noma intacto es necesario tratar el DNA 
de tal manera que se genere superposi- 
ción de fragmentos que puede producirse 
mediante el tratamiento del genoma in- 
tacto con una segunda enzima que divide 
la molécula en sitios diferentes o por el 
tratamiento del genoma con la misma 
enzima en condiciones distintas en las 
Y] que el DNA no se digiera por completo 
como sucedió en el gel de la izquierda. 
Las dos muestras de la derecha repre- 
sentan ejemplos de digestiones parciales 
del genoma del polioma con Apall. El 
gel central muestra los fragmentos gene- 
rados por la digestión parcial del DNA 
circular súper helicoidal y el gel de la 
derecha muestra los fragmentos Hpall 
formados después que el genoma circular 
se convierte en una molécula lineal por 
acción de EcoR1 (una enzima que sólo 
hace un corte en el círculo). (4) Mapa de 
restricción del genoma de polioma ali- 
neado con base en la división hecha con 
Hpall. Se ilustran los ocho fragmentos 
de la digestión completa junto con el 
DNA en la parte superior. Los fragmen- 
tos superpuestos de la digestión parcial 
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ordenarse en un mapa de restricción como el que se muestra en 


la figura 18-372. 


Formación de DNA recombinantes 


Los DNA recombinantes pueden formarse de varias maneras. 
En el método que se muestra en la figura 18-38 las moléculas de 
DNA de dos fuentes distintas se tratan con una enzima de res- 
tricción que hace cortes escalonados en la cadena doble de DNA. 
Los cortes escalonados dejan colas cortas de una sola cadena que 
actúan como “extremos adherentes” que pueden unirse con una 
cola complementaria de una cadena en otra molécula de DNA 
para restaurar una molécula de cadena doble. Los fragmentos 
que formarán la molécula recombinante son plásmidos bacteria- 
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humano 


Plásmido 


bacteriano 


La misma enzima de restricción 
separa ambos tipos de DNA 


El fragmento de DNA humano se une con el plásmido por los. 
extremos adherentes; las muescas se sellan por acción enzimática 


Plásmido 


FIGURA 18-38 Formación de una molécula de DNA recombinante. En 
este ejemplo una preparación de plásmidos bacterianos se trata con una 
enzima de restricción que hace un solo corte dentro de cada plásmido 
bacteriano. Dicha enzima se utiliza para fragmentar una preparación de 
DNA genómico humano en pequeños fragmentos. Como se trataron 
con la misma enzima de restricción, el DNA del plásmido dividido y los 
fragmentos de DNA humano tienen extremos adherentes. Cuando estas 
dos poblaciones se incuban juntas, las dos moléculas de DNA se unen 
en forma covalente entre sí y luego se sellan también en forma covalente 
con la ligasa de DNA, para formar una molécula de DNA recombinante. 


nos en el caso mostrado en la figura 18-38. Los plásmidos son 
pequeñas moléculas circulares de DNA de cadena doble que se 
separan del cromosoma bacteriano principal. El otro fragmento 
de DNA de la figura 18-38 se obtiene de células humanas des- 
pués del tratamiento con la misma enzima de restricción em- 
pleada para abrir el plásmido. Cuando los fragmentos de DNA 
humano y el plásmido tratado se incuban juntos en presencia 
de DNA ligasa, los dos tipos de DNA se unen entre sí median- 
te enlaces de hidrógeno por sus extremos adherentes y luego se 
ligan para formar DNA recombinantes circulares, como en la 
figura 18-38. Paul Berg, Herbert Boyer, Annie Chang y Stanley 
Cohen de la Stanford University y de la California University, en 
San Francisco, formaron las primeras moléculas de DNA recom- 
binante con este método básico en 1973, con lo que marcaron el 
nacimiento de la ingeniería genética moderna. 

Con el procedimiento recién descrito se produce una gran 
cantidad de moléculas recombinantes distintas, cada una de las 
cuales contiene un plásmido bacteriano con un DNA humano 
incorporado en su estructura circular (fig. 18-39). Supóngase que 
se tiene interés en aislar un solo gen del genoma humano, por 
ejemplo, el que codifica la insulina. Como el objetivo es obtener 
una preparación purificada del tipo de DNA recombinante que 
contiene el fragmento que codifica la insulina, dicho fragmento 
debe separarse de todos los demás. Esto se hace mediante un 
proceso llamado clonación de DNA. Se regresará a la investiga- 
ción del gen de la insulina después de describir la metodología 
que permite la clonación de DNA. 


Clonación de DNA 


La clonación de DNA es una técnica que produce grandes can- 
tidades de un segmento de DNA específico. El segmento de 
DNA que se clona se une primero con un DNA vector, que 
es un vehículo para transportar el DNA extraño a una célula 
hospedadora adecuada, como la bacteria Æ. coli. El vector con- 
tiene secuencias que le permiten replicarse dentro de la célula 
hospedadora. A menudo se utilizan dos tipos de vectores para 
clonar DNA dentro de hospedadores bacterianos. En una de las 
técnicas el segmento de DNA que va a clonarse se introduce en 
la célula bacteriana mediante la unión de éste con un plásmido, 
como se describió antes, para luego inducir a la célula bacteria- 
na a captar el plásmido del medio. En una técnica alternativa 
el segmento de DNA se une con una porción del genoma del 
virus bacteriano lambda (A), que luego se permite que infecte 
un cultivo de células bacterianas para producir gran cantidad 
de virus, cada uno de los cuales contiene el segmento ajeno de 
DNA. De cualquier manera una vez que el segmento de DNA 
está dentro de una bacteria, se replica junto con el DNA bac- 
teriano (o viral) y se reparte en las células hijas (o partículas 
virales producidas). Por tanto el número de moléculas de DNA 
recombinante aumenta en proporción con el número de células 
bacterianas (o progenie viral) que se forman. De un solo plás- 
mido recombinante o genoma viral dentro de una sola célula 
bacteriana pueden formarse millones de copias del DNA en un 
periodo corto. Una vez que la cantidad de DNA se amplificó lo 
suficiente, el DNA recombinante puede purificarse y usarse en 
otros procedimientos. Además de proporcionar un medio para 
amplificar la cantidad de una secuencia de DNA particular, la 
clonación también es útil para aislar una forma pura de cual- 
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FIGURA 18-39 Ejemplo de clonación de DNA con plásmidos bacteria- 
nos. El DNA se extrae de células humanas, se fragmenta con EcoRl1 y 
los fragmentos se insertan en una población de plásmidos bacterianos. 
Se cuenta con técnicas para prevenir la formación de plásmidos que ca- 
recen del inserto de DNA ajeno. Una vez que la célula bacteriana captó 
un plásmido recombinante del medio, la célula da origen a una colonia 
de células que contienen la molécula de DNA recombinante. En este 
ejemplo la mayor parte de las bacterias contiene DNA de eucariotas con 
función desconocida (marcados como ?), mientras que uno contiene una 
porción del DNA que codifica RNA ribosómico y otro contiene DNA 


que codifica insulina. 
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quier segmento de DNA en una población grande y heterogé- 
nea de moléculas de DNA. Se comenzará con la descripción de 
la clonación de DNA en plásmidos bacterianos. 


Clonación de DNA eucariota en plásmidos bacterianos 
El DNA ajeno que va a clonarse se inserta primero en el plásmi- 
do para formar una molécula de DNA recombinante. Los plás- 
midos que se utilizan para la clonación de DNA son versiones 
modificadas de los que se encuentran en las células bacterianas. 
Como sus contrapartes naturales de las que provienen, estos plás- 
midos contienen un origen de replicación y uno o más genes que 
constituyen la célula receptora resistente a uno o más antibióti- 
cos. La resistencia a los antibióticos permite a los investigadores 
seleccionar las células que contienen el plásmido recombinante. 

Como lo demostraron Avery, Macleod y McCarty (pág. 
414) por primera vez, las células bacterianas pueden captar DNA 
de su medio. Este fenómeno establece la base para la clonación 
de plásmidos en las células bacterianas (fig. 18-39). En la técnica 
más usual los plásmidos recombinantes se agregan a un cultivo 
bacteriano que se trató antes con iones de calcio. Cuando se so- 
meten a un breve choque de calor, tales bacterias se estimulan 
para que capten DNA del medio. Por lo general sólo un pequeño 
porcentaje de células es competente para captar y retener una de 
las moléculas de plásmido recombinantes. Una vez que se capta, 
el plásmido se replica en forma autónoma en la célula receptora 
y se pasa a la progenie durante la división celular. Las bacterias 
que contienen un plásmido recombinante pueden seleccionarse 
de entre otras mediante el crecimiento de las células en presencia 
del antibiótico al que es resistente el gen en el plásmido. 

Esta descripción se inició con el objetivo de aislar un pe- 
queño fragmento de DNA que contiene la secuencia para el gen 
de la insulina. Hasta este punto se ha formado una población de 
bacterias que contienen muchos plásmidos recombinantes dis- 
tintos, muy pocos de los cuales albergan el gen que se busca 
(como en la figura 18-39). Uno de los mayores beneficios de la 
clonación del DNA consiste en que, además de producir grandes 
cantidades de moléculas particulares de DNA, permite separar 
los diferentes DNA de una mezcla. Antes se mencionó que las 
bacterias que contienen plásmidos pueden seleccionarse entre 
aquellas sin plásmidos mediante el tratamiento con antibióticos. 
Una vez que esto se realiza, las células que tienen el plásmido 
pueden crecer a bajas densidades en cajas de Petri de manera 
que la progenie de cada célula (un clon de células) permanece 
separada de la progenie de otras células. Como una gran canti- 
dad de plásmidos recombinantes diferentes estaban al principio 
en el medio, las distintas células situadas en la caja contienen 
diferentes fragmentos de DNA ajenos. Una vez que las células 
que contienen varios plásmidos crecen en colonias separadas, el 
investigador puede buscar en las colonias las pocas que contienen 
el gen que busca, en este caso el gen de insulina. 

Las cajas de cultivo que contienen colonias bacterianas (o 
placas de fagos) se revisan para detectar la presencia de una se- 
cuencia de DNA particular con técnicas combinadas de chapado 
de réplica e hibridación in situ. Como se ilustra en la figura 18-40a, 
el chapado de la réplica permite preparar muchas cajas con re- 
presentantes de las mismas colonias bacterianas en el mismo si- 
tio preciso de cada caja. Una de las placas réplica se usa luego 
para localizar la secuencia de DNA que se busca (fig. 18-400), 
un procedimiento que requiere que las células se destruyan y el 
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FIGURA 18-40 Localización de una colonia bacteriana que contiene 
una secuencia deseada de DNA por réplica en placa e hibridación in 
situ. (a) Una vez que las células bacterianas se colocaron en placas en 
medios de cultivo y que proliferaron, la caja se invierte sobre un trozo 
de papel filtro y se permite que algunas de las células de cada colonia se 
adsorban al papel. Se inoculan placas de cultivo vacías al presionarlas 
contra el papel filtro a fin de reproducir réplicas de la placas. (4) Proce- 
dimiento para revisar las células de una placa de cultivo en busca de las 
colonias que contengan el DNA recombinante de interés. Una vez que 
las colonias relevantes se identifican, las células pueden retirarse de la 
placa original y cultivarse por separado para obtener grandes cantidades 


de los fragmentos buscados de DNA. 


DNA se fije en la superficie de una membrana de nylon o nitro- 
celulosa. Una vez que el DNA se fija, se desnaturaliza como pre- 
paración para la hibridación in situ, durante la cual la membrana 
se incuba con una sonda de DNA de cadena sencilla marcada 


FIGURA 18-41 Separación del DNA del plásmido del DNA del cromo- 
soma bacteriano principal mediante centrifugación de equilibrio con 
CsCl. Puede verse que este tubo de centrifugación contiene dos bandas, 
una de DNA del plásmido que tiene un segmento de DNA ajeno que 
se clonó dentro de las bacterias y la otra contiene DNA cromosómico 
de estas mismas bacterias. Los dos tipos de DNA se separaron durante 
la centrifugación (fig. 18-355). El investigador retira el DNA del tubo 
con aguja y jeringa. El DNA del tubo se hace visible con el compuesto 
de unión al DNA bromuro de etidio, que produce fluorescencia bajo luz 
ultravioleta. (FOTOGRAFÍA DE TED SPEIGEL/CoRB1IS IMAGES.) 


que contiene la secuencia complementaria de la que se busca. 
Después de la incubación, la sonda que no formó híbridos se lava 
de la membrana y la localización de los híbridos marcados se 
identifica mediante autorradiografía. Los representantes vivos de 
los clones identificados pueden encontrarse en sitios correspon- 
dientes en las placas originales y es posible cultivar estas células 
para obtener colonias más grandes, lo que sirve para amplificar el 
plásmido de DNA recombinante. 

Tras alcanzar la amplificación deseada, se cosechan las cé- 
lulas, se extrae el DNA, y el DNA de plásmido recombinante 
se separa con facilidad del cromosoma mucho más grande por 
medio de varias técnicas, entre ellas la centrifugación de equili- 
brio (fig. 18-41). Los plásmidos recombinantes aislados pueden 
tratarse luego con la misma enzima de restricción que se empleó 
en su formación, lo que libera los segmentos clonados de DNA 
del resto del DNA que sirvió como vector. Entonces el 
DNA clonado puede separarse del plásmido por centrifugación. 


Clonación de DNA eucariota en genomas de fagos Otro 
vector de clonación importante, es el bacteriófago lambda, que 
se muestra en la figura 18-42. El genoma lambda es una mo- 
lécula lineal de DNA de cadena doble de unas 50 kb de largo. 
La cepa modificada que se utiliza en la mayor parte de los ex- 
perimentos de clonación contiene dos sitios de división para la 


18.14 AMPLIFICACIÓN ENZIMÁTICA DE DNA POR REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA 751 


Mutante cuyo 
DNA contiene dos 
sitios EcoR1 


Extraer DNA, 
tratar con 
EcoR1 


y y 


1 2 3 


Separar fragmentos, 
descartar el segmento 
intermedio 


1 3 


Intercalar con 
fragmentos 
¡mel ia 


E 
DNA recombinante 


Empaque de DNA 
recombinante en 
una cabeza de fago 


R` 
lor 


/ 


Infectar bacteria 
hospedadora 


Prado 
bacteriano 


Placa de clara 
de fagos 


Caja de 
cultivo 


FIGURA 18-42 Protocolo para la clonación de fragmentos de DNA eu- 


cariota en un fago lambda. Los pasos se describen en el texto. 


enzima EcoRl, la cual fragmenta el genoma en tres segmentos 
grandes. De manera conveniente toda la información esencial 
para la infección y la lisis celular está contenida en los dos seg- 
mentos exteriores, por lo que el fragmento dispensable del cen- 
tro puede reponerse con un fragmento de DNA de hasta unas 
25 kb. Las moléculas de DNA recombinante pueden empacarse 
en cabezas de fagos in vitro y estas partículas de fago creadas por 
ingeniería genética pueden usarse para infectar bacterias hospe- 
dadoras. (Las moléculas de DNA de fago que carecen del inserto 
son demasiado cortas para empacarse.) Una vez en la bacteria, 
el DNA eucariota se amplifica junto con el DNA viral y luego 


se empaca en una nueva generación de partículas virales que se 


liberan cuando la célula se destruye. Las partículas liberadas in- 
fectan nuevas células y pronto se ve una mancha clara (o p/aca) en 
el “prado” bacteriano en el sitio de infección. Cada placa contiene 
millones de partículas de fago, cada una con una sola copia del 
mismo fragmento de DNA eucariota. 

El fragmento lambda es atractivo como vector de clonación 
por muchas razones: 1) el DNA se empaca bien en una forma 
en la que es fácil de almacenar y extraer; 2) todo paquete que 
contenga un DNA recombinante es capaz de infectar una célula 
bacteriana, y 3) una sola caja de Petri puede contener más de 
100000 placas diferentes. Luego que las placas de fagos se for- 
man, el fragmento particular de DNA que se busca se identifica 
mediante un proceso similar de réplica en placa e hibridación in 
situ descrito en la figura 18-40 para la clonación de los plásmidos 
recombinantes. 


18.14 AMPLIFICACIÓN ENZIMÁTICA DE DNA 
POR REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA 


En 1983 Kary Mullis de Cefus Corporation concibió una nueva 
técnica que ahora se emplea mucho para amplificar fragmentos 
específicos de DNA sin la necesidad de células bacterianas. Esta 
reacción se conoce como reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR). Muchos protocolos diferentes de PCR se usan para una 
multitud de aplicaciones en las que es posible amplificar desde 
uno hasta una gran población de DNA relacionados. La ampli- 
ficación por PCR es fácil de adaptar a los moldes de RNA si 
primero se les convierte en DNA complementarios, con trans- 
criptasa inversa. 

La figura 18-43 muestra el procedimiento básico que se 
utiliza en la PCR. La técnica emplea una polimerasa de DNA 
termoestable llamada polimerasa Tag, que al principio se aisló de 
Thermus aquaticus, una bacteria que vive en manantiales calientes 
a temperaturas mayores de 90°C. En el protocolo más sencillo, 
una muestra de DNA se mezcla con una alícuota de polimerasa 
Tag y los cuatro desoxirribonucleótidos, junto con un gran exce- 
so de dos fragmentos sintéticos cortos de DNA (oligonucleó- 
tidos) que son complementarios de las secuencias de DNA en 
los extremos 3' de la región del DNA que va a amplificarse. Los 
oligonucleótidos sirven como cebadores (iniciadores) (pág. 538) 
a los que se agregan los nucleótidos durante los pasos siguientes 
de replicación. Luego la mezcla se calienta a unos 95°C, que es 
lo bastante caliente para hacer que las moléculas de DNA de la 
muestra se separen en sus dos cadenas componentes. A conti- 
nuación la mezcla se enfría a unos 60°C para permitir que los 
cebadores se unan con las cadenas del DNA blanco y la tempera- 
tura se eleva de nuevo a 72°C para que la polimerasa termofílica 
agregue nucleótidos al extremo 3" de los cebadores. Conforme 
la polimerasa extiende el cebador, copia de manera selectiva el 
DNA blanco y forma nuevas cadenas de DNA complementario. 
La temperatura se eleva de nuevo, lo que hace que las cadenas 
de DNA recién formadas y las originales se separen. En seguida 
se enfría la muestra para permitir que los cebadores sintéticos de 
la muestra se unan de nuevo con el DNA blanco, que ahora está 
presente en una cantidad dos veces mayor que la original. Este 
ciclo se repite una y otra vez, y en cada ronda se duplica la can- 
tidad de la región específica del DNA que está flanqueado por 
los cebadores unidos. Pueden generarse billones de copias de esta 
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JIRA 18-43 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Como se explica en el texto, el procedimiento emplea la poli- 


8 


merasa de DNA resistente al calor, cuya actividad no se elimina cuando la temperatura se eleva para separar dos cadenas de 
la doble hélice. Con cada ciclo de duplicación, las cadenas se separan, los segmentos de flanqueo (cebadores) se unen con los 
extremos de la región seleccionada y la polimerasa copia el segmento intermedio. 


región específica en unas cuantas horas con un generador de ciclos 
térmicos que cambia la temperatura de la mezcla de reacción en 
forma automática para permitir que ocurra cada paso del ciclo. 


Aplicaciones de la PCR 


Amplificación de DNA para clonación o análisis Desde su in- 
vención, la PCR ha tenido muchos usos. Puede generar muchas 


copias de un fragmento de DNA específico antes de clonarlo, 
lo que constituye un método eficiente si la secuencia objetivo 
se conoce con suficiente detalle para que sea posible especificar 
la secuencia de nucleótidos de dos cebadores complementarios. 
Esto reviste especial utilidad en casos en que el DNA original es 
muy escaso, dado que la PCR puede generar grandes cantidades 
de DNA a partir de muestras diminutas, como la que hay en una 


sola célula. La PCR se ha usado en investigaciones criminales 
para generar cantidades de DNA a partir de una mancha de san- 
gre seca en la ropa de un sospechoso o aun del DNA presente 
en parte de un solo folículo piloso dejado en la escena de un cri- 
men. Con este fin se seleccionan regiones del genoma para am- 
plificar que sean muy polimórficas (esto es, que varíen con gran 
frecuencia en la población), de modo que no haya dos individuos 
que tengan los mismos fragmentos de DNA valorados (como en 
la figura 10-18). Este mismo procedimiento puede usarse para 
estudiar fragmentos de DNA de fósiles bien conservados que 
pueden tener millones de años de antigúedad. La actividad de la 
polimerasa de DNA en la PCR también se emplea en la secuen- 
ciación de DNA (sección 18.15). 


Pruebas para la presencia de secuencias de DNA específicas Supón- 
gase que se desea determinar si una muestra de tejido contiene o 
no un virus dado. Podría responderse a esto mediante una hibri- 
dación Southern (pág. 745) o mediante la PCR. En este último 
caso, se aísla ácido nucleico de la muestra y se añaden cebadores 
PCR complementarios al DNA viral, junto con los otros reacti- 
vos de la PCR. Entonces se permite que proceda la reacción. Si 
el genoma viral está presente en la muestra, los cebadores PCR 
se hibridarán con él y la PCR generará un producto. Si el virus 
no está presente, los cebadores PCR no se hibridarán y no se 
generará producto. Así, en esta aplicación, la PCR misma sirve 
como el sistema de detección. 


Comparación de moléculas de DNA Si dos moléculas de DNA 
tienen la misma secuencia de bases, generarán los mismos pro- 
ductos de PCR en reacciones con cebadores idénticos. Esta es la 
premisa para ensayos rápidos en que se compara la similitud de 
dos muestras de DNA, por ejemplo DNA genómico de aislados 
bacterianos. La PCR se realiza en las muestras usando varios 
cebadores, que pueden estar diseñados en forma específica o ge- 
nerarse al azar. Los productos se separan por electroforesis en 
gel y se comparan. Cuanto más similares las secuencias de los 
genomas bacterianos, más similares serán sus productos PCR. 


Cuantificación de plantillas de DNA o RNA La PCR también 
puede usarse para determinar cuánto de una secuencia específi- 
ca de nucleótidos (DNA o RNA) está presente en una muestra 
mixta. En un método para esta PCR cuantitativa se usa la unión 
de un colorante específico para DNA bicatenario a fin de cuan- 
tificar la cantidad de producto bicatenario que se genera. La ra- 
pidez de acumulación de producto es proporcional a la cantidad 
de plantilla presente en la muestra. 

Otro método utilizado se denomina “faros moleculares”. 
Se trata de oligonucleótidos indicadores cortos con un fluoro- 
cromo unido a un extremo y una molécula supresora al otro y 
que se hibridan a la mitad de la secuencia blanco por amplificar. 
Mientras el oligonucleótido corto está intacto, el fuorocromo y 
el supresor están lo suficientemente cerca para que la fuorescen- 
cia se suprima. Cuando la DNA polimerasa sintetiza una nueva 
cadena de DNA complementaria a la plantilla, su actividad de 
exonucleasa (pág. 544) degrada el oligonucleótido indicador. Por 
tanto el fluorocromo se separa del supresor y emite fluorescencia. 
La cantidad de fluorocromo que se libera en un ciclo de PCR 
dado es directamente proporcional al número de moléculas de 
plantilla que la polimerasa copia. 
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18.15 SECUENCIACIÓN DE DNA 


Para 1970 ya estaba identificada la secuencia de una larga lista 
de proteínas, aunque aún no se lograba progreso alguno en la 
identificación de la secuencia de nucleótidos en el DNA. Varias 
razones explicaban este estado de las cosas. A diferencia de las 
moléculas de DNA, los polipéptidos tienen longitudes definidas 
y manejables; una especie determinada de polipéptido podía pu- 
rificarse con facilidad; se disponía de varias técnicas para dividir 
el polipéptido en varios sitios a fin de producir fragmentos su- 
perpuestos, y la presencia de 20 aminoácidos diferentes con pro- 
piedades muy diversas hacía que la separación y la identificación 
de la secuencia de los péptidos pequeños fuera una tarea simple. 
A mediados del decenio de 1970 se produjo una revolución en la 
tecnología para identificación de secuencia del DNA. Para 1977 
se publicó la secuencia completa de nucleótidos de un genoma 
viral completo, el de $X174, de 5 375 nucleótidos de largo. Este 
hito en la biología molecular se produjo en el laboratorio de Fre- 
derick Sanger, quien identificó la primera secuencia de amino- 
ácidos de un polipéptido (insulina) 25 años antes. 

En 1970 hubiera sido necesario más de un año para iden- 
tificar la secuencia de un fragmento de DNA de unas cuantas 
docenas de nucleótidos de largo; 15 años más tarde, la misma ta- 
rea podía hacerse en un solo día. En los primeros días, la secuen- 
ciación solía realizarla manualmente una persona que trabajaba 
en una mesa del laboratorio y que también leía e interpretaba los 
resultados de las reacciones. En la actualidad, ese proceso sue- 
le efectuarse en una serie de procedimientos automatizados en 
instalaciones centralizadas que secuencian cientos de muestras 
al día. Los resultados se interpretan por computadora y se al- 
macenan en bases de datos fáciles de analizar con software am- 
pliamente disponible. No es sorprendente que con estos avances 
tecnológicos haya una avalancha de datos sobre las secuencias, 
incluidas secuencias genómicas completas para el humano, pe- 
rro, gato doméstico, ratón, rata, varios insectos, hongos y muchas 
plantas y bacterias. El número y la lista están en constante cre- 
cimiento. 

Dichos avances en la secuenciación de DNA fueron posi- 
bles gracias a desarrollos en varias áreas: métodos moleculares 
para la secuenciación de DNA, instrumentación susceptible de 
automatizarse, computadoras más potentes y fáciles de adquirir, 
y software para análisis de datos. La clave inicial fue el desarro- 
llo de métodos para determinar la secuencia de fragmentos de 
DNA. Este avance en sí fue posible por el descubrimiento de en- 
zimas de restricción y el desarrollo de tecnologías de clonación, 
que aportaron los medios necesarios para crear un fragmento de 
DNA definido en cantidades suficientes para ejecutar los proce- 
dimientos bioquímicos necesarios. 

A mediados del decenio de 1970 se desarrollaron casi en 
forma simultánea dos metodologías de secuenciación de DNA: 
un método químico adoptado por Alan Maxam y Walter Gilbert 
de la Harvard University, y una estrategia enzimática creada por 
Sanger y A. R. Coulson del Medical Research Council en Cam- 
bridge, Inglaterra. El método de Sanger-Coulson se convirtió en 
el más usado. Después del desarrollo de la PCR, el procedimien- 
to de secuenciación de Sanger-Coulson y la PCR se fusionaron 
en una técnica de secuenciación que combina la bioquímica de 
Sanger-Coulson con los ciclos repetitivos y la automatización 
de la PCR. Esta llamada secuenciación se volvió muy usual para 
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la secuenciación del genoma; la figura 18-44 muestra sus pasos 
básicos. 

Este procedimiento inicia con una población de moléculas 
plantilla idénticas, ya sea un producto PCR o un fragmento de 
DNA clonado. El DNA plantilla se mezcla con un cebador que 
es complementario al extremo 3' de una cadena de la región por 
secuenciar. Si la plantilla es un producto PCR, el cebador de se- 
cuenciación puede ser uno (pero sólo uno) de los cebadores de la 
PCR. La mezcla de reacción también contiene la polimerasa de 
DNA termoestable Tag, los cuatro precursores trifosfato de de- 
soxirribonucleósido (dNTP) y una baja concentración de precur- 
sores modificados llamados trifosfatos de didesoxirribonucleósido 
(ddNTP). Cada ddNTP (ddATP, ddGTP, ddCTP y ddTTP) se 
modificó por la adición de un colorante fluorescente de distinto 
color a su extremo 3". 

La reacción de secuenciación da comienzo, como la PCR, 
cuando la mezcla se calienta a una temperatura que hace que 
las dos cadenas plantilla se desnaturalicen (fig. 18-44a, paso 1). 
Después, la reacción se enfría de modo que el cebador pueda hi- 
bridarse con el DNA plantilla (paso 2). Debe hacerse notar que, 
en comparación con lo que ocurre en la PCR, sólo está presente 
un cebador, así que sólo una de las dos cadenas de DNA plantilla 
puede hibridarse con un cebador. En el paso 3, la polimerasa 
Tag se agrega al extremo del cebador dNTP complementario a 
la molécula plantilla, lo cual hace que se sintetice una nueva ca- 
dena de DNA complementaria. De vez en cuando, la polimerasa 


FIGURA 18-44 Secuenciación de DNA. (a) 
Pasos básicos en la identificación de la se- 
cuencia de un pequeño fragmento hipotéti- 
co mediante la técnica de Sanger-Coulson 
(didesoxi), como se describe en el texto. (4) 
Carriles de gel en que las moléculas hijas con 
marca fluorescente se separaron. El color de 
la banda se determina por la identidad del 
didesoxinucleótido en el extremo 3' de la ca- 
dena de DNA. (c) La secuencia de nucleóti- 
dos en la cadena plantilla se interpreta en una 
computadora que “lee” de abajo hacia arriba 
en el gel, usando como entrada la intensidad 
y la longitud de onda de la luz fluorescente. 
La computadora genera un “electroferogra- 
ma” que muestra la intensidad y el color de 
la fluorescencia detectada, junto con la inter- 
pretación de la secuencia de DNA. (B Y c: 
REIMPRESAS CON AUTORIZACIÓN DE LEROY 
Hoop y Davip Garas, NATURE 421:445, 
2003; O DERECHOS RESERVADOS 2003, Mac- 
MILLAN Macazınes Lrp.) 


inserta un ddNTP en vez de un dNTP. Los didesoxirribonu- 
cleótidos carecen del grupo hidroxilo en sus posiciones 2' y 3'. 
Una vez que estos nucleótidos se incorporan al extremo de una 
cadena creciente, la falta de OH 3' imposibilita a la polimerasa 
para que agregue otro nucleótido, lo que causa la terminación de 
la cadena (fig. 18-44, paso 4). Como el ddNTP está presente en 
una concentración menor en la mezcla de reacción que el ANTP 
correspondiente, la incorporación del ddNTP es infrecuente y 
aleatoria; puede incorporarse cerca del principio de una cadena, 
cerca de la parte intermedia de otra o hasta el final de la tercera 
cadena. En cualquier caso, cuando el ddNTP se incorpora, el 
crecimiento de la cadena cesa en ese punto. 

Una vez que se completa la fase de extensión de la cadena, 
la temperatura vuelve a elevarse para desnaturalizar las nuevas 
moléculas de DNA bicatenarias. El ciclo de hibridación, síntesis 
y desnaturalización se repite muchas veces, generando una gran 
población de cadenas de DNA hijas que hasta ahora incluye mo- 
léculas en las cuales se incorporó un ddNTP en cada posición. 
Por ejemplo, por cada A en la cadena plantilla habrá una cadena 
hija que termine en un dd T'TP en esa posición. Cuando todos 
los ciclos se completan, los productos de reacción se separan por 
electroforesis en gel en capilares muy finos (fig. 18-44, paso 5). 

La electroforesis en gel de alta resolución puede separar 
fragmentos que difieren en sólo un nucleótido de largo. Por 
ejemplo, si el fragmento inicial contenía 100 nucleótidos, en- 
tonces cada una de las 100 moléculas hijas marcadas migra a un 


punto diferente en el gel, donde la molécula más corta migra 
más lejos. Cada banda sucesiva en el gel contendrá moléculas 
hijas con un nucleótido más que la predecesora. Dado que cada 
ddNTP se marcó con un colorante fluorescente único, el color 
de la banda (vista bajo radiación UV) revela la identidad del nu- 
cleótido terminal en cada molécula hija (fig. 18-445). Por tanto, 
el orden de los colores en el gel corresponde a la secuencia base 
de la molécula plantilla (fig. 18-440). 

En los últimos años ocurrió una revolución en la tecnolo- 
gía para secuenciación del DNA impulsada por el objetivo de 
obtener la secuencia de genomas, humano y otros, con rapidez y 
bajo costo. Por ahora, el objetivo es el “genoma humano de 1000 
dólares”. Los costos de la secuenciación de cantidades masivas 
de DNA han caído mucho en los últimos años y para 2009 ya 
era posible obtener la secuencia de una persona determinada por 
un costo cercano a 10000 dólares, varios órdenes de magnitud 
menor al costo algunos años antes. Este progreso fue posible por 
el desarrollo de una estrategia totalmente nueva para la secuen- 
ciación del DNA que a menudo se denomina secuenciación de 
siguiente generación (o NGS). A diferencia de los pasos de secuen- 
ciación empleados para el Proyecto del Genoma Humano origi- 
nal, las tecnologías NGS no requieren la clonación del genoma 
en levaduras o bacterias. En lugar de eso, los fragmentos cuya 
secuencia va a conocerse se preparan en forma directa a partir 
del genoma completo. Como la técnica Sanger, la NGS también 
se basa en la síntesis de DNA dependiente de polimerasa, pero 
no depende de la terminación prematura de la cadena, tampoco 
requiere separación de las cadenas por electroforesis. En lugar 
de eso, logra la identificación de los nucleótidos individuales en 
tiempo real mientras la polimerasa los incorpora. Al momen- 
to de redactar este libro, tres instrumentos distintos, cada uno 
de fabricante diferente, son capaces de realizar una variación de 
este tipo de secuenciación rápida automática de DNA. En todos 
los casos se inmovilizan cantidades enormes (cientos de miles a 
decenas de millones) de moléculas de DNA en una superficie y 
luego se incuban con una sola muestra de DNA polimerasa en 
presencia de los cuatro NTP diferentes, que se agregan uno por 
vez en ciclos repetitivos. Se usan varias estrategias para identifi- 
car los nucleótidos que se incorporan en secuencia a cada una de 
las cadenas complementarias mientras se sintetizan en cantida- 
des masivas de plantillas de DNA “paralelas”. Las cadenas que se 
sintetizan en estas plataformas son relativamente cortas, pero 
se leen tantas cadenas de DNA al mismo tiempo que el número 
total de nucleótidos identificado en una sola corrida es enorme. 

Al momento de escribir esta obra, se encuentran en el mer- 
cado dos nuevos instrumentos que utilizan una nueva tecnología 
revolucionaria, denominada secuenciación de tercera generación (o 
de molécula individual). A diferencia de las estrategias previas de 
secuenciación, los equipos de tercera generación no requieren 
DNA amplificado, tampoco implican actividades enzimáticas. 
En lugar de eso, son capaces de determinar la secuencia de nu- 
cleótidos de moléculas individuales de DNA que se aíslan en 
forma directa del genoma. Realizan la secuenciación mediante 
el paso de cada molécula de DNA por un orificio diminuto, o 
“nanoporo”, e identifican cada nucleótido, uno a la vez, cuando 
pasa por la abertura. La identificación del nucleótido se basa en 
las diferencias en las propiedades entre los cuatro nucleótidos 
que pueden detectarse cuando pasa un nucleótido después de 
otro a través del nanoporo. Con la operación simultánea de enor- 
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mes cantidades de nanoporos, es posible hacer una secuenciación 
muy rápida. Todavía no se establece si la secuenciación del DNA 
por nanoporo es tan exacta como la secuenciación NGS, pero 
como no depende de la “secuenciación por síntesis”, tiene la po- 
sibilidad de ser mucho menos costosa. 

Una vez determinada la secuencia de nucleótidos de un 
segmento de DNA, es posible emplear diversas herramientas de 
software para analizarla. Por ejemplo, la secuencia de aminoáci- 
dos codificada por el DNA puede determinarse y compararse con 
otras secuencias de aminoácidos conocidas para obtener infor- 
mación acerca de la posible función del polipéptido. La secuencia 
de aminoácidos también aporta indicios respecto a la estructura 
terciaria de la proteína, en particular las partes del polipéptido 
que podrían actuar como segmentos que cruzan la membrana 
de proteínas integrales de membrana. La secuencia de nucleóti- 
dos misma también puede compararse con otras conocidas. Tales 
comparaciones son útiles para evaluar la relación o historia evo- 
lutiva de las secuencias de DNA, para identificar el fragmento de 
DNA que acaba de secuenciarse, o para comparar las caracterís- 
ticas genómicas de diversos organismos o individuos. 
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A menudo la clonación de DNA se usa para producir genotecas 
de DNA, que son colecciones de fragmentos de DNA clonados. 
Pueden crearse dos tipos básicos de genotecas de DNA: geno- 
tecas genómicas y genotecas de cDNA. Las primeras se produ- 
cen de un DNA total extraído de núcleos y contienen todas las 
secuencias de DNA de la especie. Una vez que disponen de una 
genoteca genómica de una especie, los investigadores pueden 
utilizar esta colección para aislar secuencias específicas de DNA, 
como las que contienen el gen para la insulina humana. Por otro 
lado, las genotecas de cDNA provienen de copias de DNA de 
una población de RNA. Por lo general las genotecas de cDNA 
se producen a partir de RNA mensajeros presentes en una célula 
particular, por lo que corresponden a los genes que están activos 
en ese tipo de célula. 


Bibliotecas genómicas 


Primero se examinará la producción de una biblioteca genómica 
(catálogo genómico o genoteca). En una técnica, el DNA ge- 
nómico se trata con una o dos enzimas de restricción que reco- 
nocen secuencias de nucleótidos muy cortas en condiciones de 
baja concentración enzimática, de manera que sólo un pequeño 
porcentaje de los sitios susceptibles se divida. Dos enzimas usua- 
les que reconocen secuencias de cuatro nucleótidos son Aaelll 
(reconoce GGCC) y Sau3A (reconoce GATC). Se esperaría que 
hubiera un tetranucleótido determinado por casualidad con una 
frecuencia tan alta que cualquier segmento de DNA de tama- 
ño considerable sea sensible a la fragmentación. Una vez que el 
DNA se digiere en forma parcial, el material digerido se frac- 
ciona por electroforesis en gel o centrifugación con gradiente de 
densidad y los fragmentos de tamaño adecuado (p. ej., 20 kb 
de largo) se incorporan en las partículas de fago lambda. Estos 
fagos se emplean para generar el millón de placas necesarias para 
asegurar la representación de cada segmento individual de un 
genoma de mamífero. 
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Como el DNA se trata con enzimas en condiciones en las 
que la mayor parte de los sitios susceptibles no se dividen, para 
fines prácticos el DNA se fragmenta al azar. Una vez que los 
recombinantes de fagos se producen, pueden almacenarse para 
usarlos más adelante y, como tal, constituyen una colección per- 
manente de todas las secuencias de DNA presentes en el geno- 
ma de la especie. Siempre que un investigador desee aislar una 
secuencia particular de la genoteca, las partículas de fago pueden 
cultivarse en bacterias y las diversas placas (cada una originada 
por la infección de un solo fago recombinante) revisarse para 
detectar la secuencia mediante hibridación in situ. 

El uso de DNA dividido al azar tiene una ventaja en la 
construcción de una genoteca porque genera fragmentos super- 
puestos que pueden ser útiles en el análisis de regiones de una se- 
cuencia particular, una técnica conocida como marcha de cromoso- 
mas. Por ejemplo, si se aísla un fragmento que contiene la región 
codificadora de un gen para globina, ese fragmento particular 
puede marcarse y usarse como sonda para buscar en la genoteca 
genómica fragmentos con los que se superponga. El proceso se 
repite luego con nuevos fragmentos como sondas marcadas en 
pasos de detección sucesivos, mientras se aísla en forma gradual 
una parte cada vez más larga de la molécula de DNA original. 
Esta técnica permite estudiar la organización de secuencias vin- 
culadas en una región extensa de un cromosoma. 


Clonación de fragmentos más largos de DNA en vectores 
de clonación especializados Ni los vectores plásmidos ni 
los fagos lambda son adecuados para la clonación de DNA ma- 
yores de 20 a 25 kb de largo. Se han desarrollado varios vectores 
que permiten a los investigadores clonar segmentos mucho más 
grandes de DNA; uno de los más importantes es el cromosoma 
artificial de levadura (YAC), que puede aceptar segmentos de 
DNA ajeno de hasta 1000 kb (un millón de pares de bases). 
Como su nombre lo indica, los YAC son versiones artificiales de 
un cromosoma normal de levadura. Contienen todos los elemen- 
tos de un cromosoma de levadura que se requieren para replicar 
la estructura durante la fase S y separarla entre las células hijas 
durante la mitosis, inclusive uno o más orígenes de replicación, 
telómeros en los extremos de los cromosomas y un centrómero 
al que las fibras del huso pueden unirse durante la separación del 
cromosoma. Además de estos elementos, los YAC se construyen 
para que contengan: 1) un gen cuyo producto codificado permita 
a las células que contienen el YAC seleccionarse entre las que ca- 
recen de tal elemento y 2) el fragmento de DNA a clonar. Como 
otras células, las levaduras pueden captar DNA de su medio, lo 
que proporciona el medio para introducir los YAC a las células. 
En los últimos años los laboratorios participantes en la identi- 
ficación de la secuencia de los genomas dependen mucho de un 
vector alternativo de clonación, el cromosoma artificial bacte- 
riano (BAC), que también puede aceptar grandes fragmentos 
de DNA (de hasta 500 kb). Los BAC son plásmidos bacterianos 
especializados (factores F) que contienen un origen bacteriano 
de replicación y los genes necesarios para regular su propia repli- 
cación. Los BAC tienen ventaja sobre los YAC en proyectos para 
identificar secuencias a alta velocidad porque pueden clonarse en 
E. coli, que capta con facilidad el DNA exógeno, tiene un tiem- 
po de generación extremadamente corto, pueden cultivarse en 
grandes densidades en medios simples y no “corrompen” el DNA 
clonado por recombinación. 


Los fragmentos de DNA clonados en YAC y BAC casi 
siempre son mayores de 100 kb de largo. Los fragmentos tan 
grandes suelen producirse mediante tratamiento de DNA con 
enzimas de restricción que reconocen secuencias de nucleótidos 
muy largos (siete a ocho nucleótidos) que contienen dinucleó- 
tidos CG. Como se señala en la página 520, los dinucleótidos 
CG tienen funciones especiales en el genoma de los mamíferos, 
y se supone que por eso no aparecen tan a menudo como se es- 
peraría que sucediera por casualidad. Por ejemplo, la enzima de 
restricción Noż1 que reconoce la secuencia de ocho nucleótidos 
GCGGCCCC, por lo general divide el DNA de mamíferos 
en fragmentos con varios cientos de miles de pares de bases de 
largo. Los fragmentos de esta longitud pueden incorporarse en 
YAC o BAC y clonarse dentro de levaduras o bacterias hospe- 
dadoras. 


Genotecas de cDNA 


Hasta este punto la descripción se limitó a la clonación de frag- 
mentos de DNA aislados del DNA extraído, es decir, fragmen- 
tos genómicos. Cuando se trabaja con DNA genómico, por lo 
general se busca aislar un gen o una familia de genes particulares 
entre cientos de miles de secuencias no relacionadas. Además 
el aislamiento de los fragmentos genómicos permite estudiar 
diversos temas, entre ellos: 1) secuencias reguladoras que flan- 
quean la porción codificadora del gen; 2) secuencias intermedias 
no codificadoras; 3) varios miembros de una familia de múltiples 
genes que a menudo están muy cercanos en el genoma; 4) la 
evolución de las secuencias de DNA, inclusive su duplicación 
y recombinación como se ve en comparaciones del DNA de 
diferentes especies, y 5) el intercalado de elementos genéticos 
transferibles. 

A diferencia del DNA genómico, la clonación de cDNA 
también es importante en el análisis de la expresión genética y 
el corte y empalme alterno. Para producir genotecas de cDNA 
se aísla una población de RNA mensajeros y se utiliza como 
plantilla para que la transcriptasa inversa forme una población 
de híbridos DNA-RNA, como se muestra en la figura 18-454. 
Los híbridos DNA-RNA se convierten en una población de 
cDNA bicatenario mediante la formación de muescas en el 
RNA con la RNA-asa H y la sustitución con DNA por efecto de 
la DNA polimerasa I. El cDNA bicatenario se combina después 
con el vector deseado (en este caso un plásmido) y se clona como 
se muestra en la figura 18-454. Aunque las poblaciones de RNA 
mensajero suelen contener miles de mensajes diferentes, puede 
haber especies individuales en cantidades (abundancia) muy dis- 
tintas. Como resultado una genoteca de cDNA debe contener 
alrededor de 1 millón de clones diferentes de cDNA para asegu- 
rar la representación de los mRNA raros. Además la transcrip- 
tasa inversa no es una enzima muy eficiente y tiende a caerse del 
RNA plantilla antes de terminar el copiado. En consecuencia a 
veces resulta difícil obtener una población de cDNA de longitud 
completa. Como sucede con los experimentos que emplean frag- 
mentos de DNA genómico, los clones deben identificarse para 
aislar una secuencia particular de una población heterogénea de 
moléculas recombinantes. 

El análisis de cDNA clonado tiene varias funciones. Por lo 
general es más fácil estudiar una población diversa de cDNA 
que la población correspondiente de mRNA, de manera que las 
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FIGURA 18-45 Síntesis de cDNA para clonación en un plásmido. (a) 
En este método de formación de cDNA, un cebador corto poli(dT) se 
une con el poli(A) de cada mRNA que se transcribe por acción de la 
transcriptasa inversa (que necesita el cebador para iniciar la DNA sínte- 
sis). Una vez que el híbrido DNA-RNA se forma, se producen muescas 
en el RNA mediante RNA-asa H y se agrega una DNA polimerasa 
para digerir el RNA y sustituir el DNA, justo como ocurre durante la 
replicación de DNA en una célula bacteriana (pág. 545). (0) Para prepa- 
rar cDNA de extremos romos para la clonación se agregan un pequeño 
fragmento de poli(G) a los extremos 3' del cDNA y un segmento com- 
plementario de poli(C) a los extremos 3' del DNA plásmido. Los dos 
DNA se mezclan y se permite que formen recombinantes, que se sellan y 
usan para transformar las células bacterianas en las que se clonan. 


moléculas de cDNA pueden usarse para aprender acerca de la 
diversidad y abundancia de mRNA presentes en la célula, el por- 
centaje de mRNA que dos tipos distintos de células comparten 
o la variedad de mRNA sujetos a empalme alterno generados 
a partir de una transcripción primaria específica. Una sola mo- 
lécula de cDNA clonada y amplificada también es muy útil. El 
cDNA contiene sólo la información presente en el mRNA, por 
lo que las comparaciones entre cDNA y su locus genómico co- 
rrespondiente pueden brindar información respecto a las locali- 
zaciones precisas de las secuencias intermedias no codificadoras 
dentro del DNA. En tareas más prácticas es posible identificar 
la secuencia del cDNA con facilidad para tomar un atajo en la 
determinación de la secuencia de aminoácidos de un polipép- 
tido; los cDNA marcados se usan como sondas para detectar 
secuencias complementarias entre clones recombinantes, y como 
carecen de intrones, los cDNA tienen ventaja sobre los fragmen- 
tos genómicos cuando se pretende sintetizar proteínas eucariotas 
en cultivos de células bacterianas. 


r 


18.17 TRANSFERENCIA DE DNA A CELULAS 
EUCARIOTAS Y EMBRIONES DE MAMÍFERO 


En las secciones previas se explicó la forma en que los genes eu- 
cariotas pueden aislarse, modificarse y amplificarse. En esta sec- 
ción se consideran algunas de las formas en que los genes pueden 
introducirse a las células eucariotas, donde casi siempre se trans- 
criben y traducen. Una de las estrategias más usuales para alcan- 
zar este objetivo es incorporar el DNA en el genoma de un virus 
que no está en replicación y permitir que el virus infecte una 
célula. La transferencia de genes mediada por virus se conoce 
como transducción. Según el tipo de virus que se utilice, el gen 
de interés puede expresarse en forma transitoria durante un pe- 
riodo de horas o días, o integrarse de modo estable en el genoma 
de la célula hospedadora. La integración estable suele realizarse 
por medio de retrovirus modificados, que contienen un genoma 
de RNA que se transcribe a la inversa en el DNA dentro de la 
célula. La copia del DNA se inserta después en el DNA de los 
cromosomas del huésped. Los retrovirus se utilizan en muchos 
de los intentos recientes de terapéutica génica para transferir un 
gen a las células de un paciente que carece de ese gen. En general 
estas pruebas clínicas no tienen mucho éxito a causa de la baja 
eficiencia de infección de los vectores virales actuales. 

Se cuenta con varios procedimientos para introducir DNA 
desnudo en células cultivadas, un proceso llamado transfección. 
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Lo más frecuente es que las células se traten con fosfato de calcio 
o DEAE-dextrano, ya que ambos forman un complejo con el 
DNA agregado que promueve su adherencia con la superficie 
celular. Se estima que sólo una de cada 10° células capta el DNA 
y lo incorpora de manera estable a los cromosomas. Aunque no 
se sabe por qué este pequeño porcentaje de células de la pobla- 
ción es competente para transfectarse, las que se transfectan casi 
siempre captan varios fragmentos. Una manera de seleccionar las 
células que captaron el DNA ajeno es incluir un gen que permita 
a las células transfectadas crecer en un medio determinado en el 
que las células no transfectadas no sobreviven. Como las células 
transfectadas suelen captar más de un fragmento, es necesario 
que el gen que se emplea para la selección no se localice en el 
mismo fragmento de DNA que el gen cuya función se está in- 
vestigando (denominado transgén). 

La electroporación y la lipofección son dos procedimien- 
tos más para transfectar células. En la electroporación, las células 
se incuban con DNA en ampolletas especiales que contienen 
electrodos que aplican un pulso eléctrico breve. La aplicación de 
corriente ocasiona que la membrana plasmática se vuelva per- 
meable por cierto tiempo a las moléculas de DNA, algunas de 
las cuales llegan hasta el núcleo y se integran en los cromosomas. 
En la /ipofección, las células se tratan con DNA que se une con 
lípidos de carga positiva (liposomas catiónicos) capaces de fu- 
sionarse con la bicapa lipídica de la membrana celular y llevar el 
DNA al citoplasma. 

Una de las formas más directas de introducir genes ajenos 
a una célula es la microinyección directa de DNA en el núcleo 
celular. Los núcleos de los oocitos y huevos son muy adecuados 
para esta técnica. Por ejemplo, los oocitos de Xenopus se usan 
desde hace mucho para estudiar la expresión de genes ajenos. 
El núcleo del oocito contiene toda la maquinaria necesaria para 
la síntesis de RNA; cuando se inyecta DNA ajeno en el núcleo, 
se transcribe con facilidad. Además las moléculas de RNA sin- 
tetizadas a partir de las plantillas inyectadas se procesan en for- 
ma normal y se transportan al citoplasma, donde se traducen en 
proteínas que pueden detectarse por medios inmunológicos o en 
virtud de su actividad específica. 

Otro blanco favorito para el DNA inyectado es el núcleo 
de un embrión de ratón (fig. 18-46). El objetivo de estos experi- 
mentos no es vigilar la expresión del gen en la célula inyectada, 
sino vigilar que el DNA se integre en los cromosomas del huevo 
a fin de que pase a todas las células del embrión y subsecuen- 
temente al adulto. Los animales que se modificaron mediante 
ingeniería genética para que sus cromosomas contengan genes 
extraños se llaman animales transgénicos y son un medio para 
vigilar cuándo y dónde se expresan los genes particulares en el 
embrión (como en la figura 12-33), además de identificar el im- 
pacto de las copias adicionales de genes particulares en el desa- 
rrollo y la vida del animal. 


Animales y plantas transgénicos En 1981 Ralph Brinster 
de la Pennsylvania University y Richard Palmiter de la Washing- 
ton University tuvieron éxito en la introducción de un gen para 
la hormona del crecimiento de la rata en los huevos fertilizados 
de ratón. El DNA inyectado se construyó para que tuviera la 
porción codificadora del gen para la hormona del crecimiento 
de la rata en posición justo siguiente a la región promotora del 
gen de ratón para la metalotioneína. En condiciones normales 


FIGURA 18-46 Microinyección de DNA en el núcleo de un huevo de ra- 
tón recién fertilizado. El huevo se mantiene en su sitio con una pipeta de 
succión que se muestra a la derecha, mientras que la pipeta de inyección 
que penetra el huevo se muestra a la izquierda. (Tomana DE Thomas E. 
WAGNER ET AL., Proc. NaT'L. Acap. Sci. U.S.A. 78:6377, 1981.) 


la síntesis de metalotioneína se intensifica mucho después de la 
administración de metales, como el cadmio o el cinc, o de hor- 
monas glucocorticoides. El gen de la metalotioneína tiene un 
promotor potente y se esperaba que la colocación del gen de la 
hormona del crecimiento en dirección 3' de éste, permitiera 
la expresión del gen después del tratamiento del ratón transgé- 
nico con metales o glucocorticoides. Como se ilustra en la figura 
18-47, esta expectativa se cumplió del todo. 


FIGURA 18-47 Ratones transgénicos. Esta fotografía muestra un par de 
hermanos de la misma camada a las 10 semanas de edad. El ratón más 
grande se desarrolló de un huevo inyectado con DNA que contenía el 
gen de la hormona del crecimiento de la rata, que se colocó en dirección 
3' del promotor de metalotioneína. El ratón más grande pesa 44 g; el 
más pequeño, el testigo no inyectado pesa 29 g. El gen GH de rata se 
transmitió a los descendientes que también crecieron más que los testi- 
gos. (CorTEsÍA DE RALPH L. BRINSTER, DE UN TRABAJO PUBLICADO EN 
R. D. PALMITER ET AL., NATURE, 300:611, 1982.) 
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En el aspecto práctico los animales transgénicos constituyen 
un mecanismo para crear modelos animales, que son animales 
de laboratorio que expresan una enfermedad humana particular 
a la que en condiciones normales no estarían sujetos. Esta es- 
trategia se ilustra con los ratones transgénicos con un gen que 
codifica una versión mutante de la proteína precursora amiloide 
humana (APP). Como se explica en la página 66, estos ratones 
desarrollan síntomas neurológicos y de comportamiento que re- 
cuerdan los de la enfermedad de Alzheimer y son un recurso 
importante en el desarrollo de tratamientos para esta terrible 
enfermedad. Los animales transgénicos también se desarrollan 
como parte de la biotecnología agrícola. Por ejemplo, los cerdos 
que nacen con genes ajenos para la hormona del crecimiento in- 
corporados en sus cromosomas crecen con mucha menos grasa 
que los animales testigo que carecen de los genes. La carne de 
animales transgénicos tiene menos grasa porque el exceso 
de hormona del crecimiento estimula la conversión de nutrimen- 
tos en proteína en lugar de grasa. 

Las plantas también son una opción ideal para la ingeniería 
genética. En la página 503 se indicó que pueden cultivarse plan- 
tas completas a partir de células vegetales individuales en cultivo. 
Esto brinda la oportunidad de modificar su composición gené- 
tica mediante la introducción de DNA en los cromosomas de 
células cultivadas que después pueden crecer hasta plantas ma- 
duras. Una forma de introducir genes ajenos consiste en incorpo- 
rarlos en el plásmido Ti de la bacteria Agrobacterium tumefaciens. 
Fuera del laboratorio, esta bacteria vive en relación con plantas 
dicotiledóneas, donde induce la formación de masas tumorales 
llamadas agallas. Durante una infección, una sección del plás- 
mido Ti llamada región T-DNA pasa de la bacteria a la célula 
vegetal. Esta parte del plásmido se incorpora en los cromosomas 
de la célula vegetal e induce a la célula a proliferar y proveer nu- 
trimentos a la bacteria. 

El plásmido Ti puede aislarse de bacterias y unirse con 
genes ajenos para producir un plásmido recombinante que las 
células vegetales dicotiledóneas no diferenciadas en cultivo cap- 
tan, inclusive las células de zanahorias y tabaco. La figura 18-48 
muestra el uso de los plásmidos Ti recombinantes para introdu- 
cir DNA extraño en las células del meristemo en la punta de los 
brotes nuevos. Luego los brotes pueden enraizarse y crecer hasta 
formar plantas maduras. Dicha técnica, llamada transformación 
T-DMA, se utiliza para transformar células vegetales con genes 
derivados de bacterias que codifican toxinas para matar insectos, 
lo que protege las plantas de los insectos depredadores. 

Se dispone de otros procedimientos para introducir genes 
ajenos en las células de las plantas monocotiledóneas. En una de 
las estrategias más exóticas, las células vegetales pueden servir 
como blancos para pelotillas microscópicas de tungsteno cubier- 
tas con DNA que se disparan con una “pistola de genes”. Esta 
técnica se emplea para modificar el material genético de varios 
tipos distintos de células vegetales. 

Las dos actividades más importantes que los genetistas bo- 
tánicos podrían mejorar con la ingeniería genética son la fotosín- 
tesis y la fijación de nitrógeno, ambas funciones bioenergéticas 
vitales. Cualquier mejoría significativa en la eficiencia fotosinté- 
tica implicaría grandes aumentos en la producción de cosechas. 
Se espera que sea posible diseñar una versión modificada de la 
enzima fijadora de CO, menos susceptible a la fotorrespiración 
(pág. 224). La fijación de nitrógeno es una actividad que realizan 
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FIGURA 18-48 Formación de plantas transgénicas con el plásmido Ti. 
El transgén se incluye en el DNA del plásmido Ti, que se reintroduce en 
la bacteria huésped. Las bacterias que contienen el plásmido recombinan- 
te se usan luego para transformar células vegetales, en este caso las células 
del meristemo en el extremo superior de una punta disecada de la raíz. 
Los brotes transformados se transfieren a un medio de selección, donde 
desarrollan raíces. Las plantas enraizadas pueden transferirse a tierra. 
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ciertos géneros de bacterias (p. ej., Rhizobium) que viven en rela- 
ción simbiótica con ciertas plantas (p. ej., soya, cacahuate, trébol, 
alfalfa y guisantes). Las bacterias se encuentran en protuberan- 
cias o nódulos leguminosos, localizados en las raíces, donde retiran 
N, de la atmósfera, lo reducen hasta amoniaco y entregan el pro- 
ducto a las células de la planta. Los genetistas buscan una forma 
de aislar los genes bacterianos que participan en esta actividad e 
introducirlos en los cromosomas de las plantas no leguminosas 
que en la actualidad dependen mucho del fertilizante agregado 
para obtener sus compuestos de nitrógeno reducido. Una alter- 
nativa sería alterar el genoma de la planta o la bacteria para que 
puedan desarrollarse nuevos tipos de relaciones simbióticas. 


18.18 DETERMINACIÓN DE LA FUNCIÓN 
DE LOS GENES EUCARIOTAS POR ELIMINACIÓN 
- l 


Hasta hace muy poco los investigadores descubrieron nuevos 
genes y aprendieron de su función mediante detección de mu- 
tantes que presentaban fenotipos anormales (véase la página 271 
respecto al estudio de la secreción de proteínas). La existencia de 
los genes se evidenció sólo a través del proceso de mutación. Este 
proceso de aprendizaje de los genotipos mediante el estudio del 
fenotipo mutante se conoce como genética anterógrada. A partir 
del desarrollo de técnicas para la clonación de genes y la identi- 
ficación de la secuencia del DNA los investigadores han podido 
identificar y estudiar los genes en forma directa sin conocer nada 
acerca de la función de su proteína codificada. Esta condición se 
ha vuelto muy usual en los últimos años con la identificación de 
la secuencia de genomas enteros y la identificación de miles 
de genes cuya función aún se desconoce. En los dos últimos de- 
cenios los investigadores desarrollaron la genética inversa, que es 
un proceso para determinar el fenotipo (o sea la función) con 
base en el conocimiento del genotipo. El enfoque básico de la 
genética inversa es eliminar la función de un gen específico y 
luego determinar el efecto de la eliminación en el fenotipo. Pri- 
mero se considera cómo introducen los investigadores mutacio- 
nes específicas en genes in vitro, y luego se exponen dos técnicas 
ampliamente usadas para eliminar la función génica in vivo. 


Mutagénesis in vitro 


Como resulta evidente en todo este libro, el aislamiento de mu- 
tantes naturales tiene una participación de gran importancia en 
el descubrimiento de la función de los genes y sus productos. 
Sin embargo, las mutaciones naturales son fenómenos raros y no 
es factible usar estas mutaciones para estudiar la participación 
de residuos de aminoácidos particulares en la función de una 
proteína determinada. En lugar de esperar a que aparezca un 
organismo con un fenotipo inusual para identificar la mutación 
causante, los investigadores pueden mutar el gen (o sus regiones 
reguladoras relacionadas) en la forma deseada y observar el cam- 
bio fenotípico resultante. Tales técnicas, denominadas colectiva- 
mente mutagénesis in vitro, requieren que el gen (o al menos el 
segmento génico) por mutar se haya clonado. 

Un procedimiento desarrollado por Michael Smith de la 
University of British Columbia se denomina mutagénesis diri- 


gida a un sitio (SDM, site-directed mutagenesis) y permite a los 
investigadores hacer cambios específicos muy pequeños en una 
secuencia de DNA, como la sustitución de una base por otra, o la 
deleción o inserción de una cantidad muy pequeña de bases. Por 
lo general la SDM inicia con la síntesis de un oligonucleótido de 
DNA que contiene el cambio deseado, se permite que este oligo- 
nucleótido se hibride con un preparado monocatenario de DNA 
normal, y luego el oligonucleótido se utiliza como cebador para 
la DNA polimerasa. La polimerasa alarga el cebador mediante 
la adición de nucleótidos complementarios del DNA normal. El 
DNA modificado puede clonarse entonces y determinar el efec- 
to de la alteración genética introduciendo el DNA en una célula 
hospedadora adecuada. Los científicos suelen usar SDM para 
responder a interrogantes muy puntuales acerca de la función de 
un gen o una proteína. Por ejemplo, podrían cambiar un amino- 
ácido por otro para obtener indicios acerca del cometido de ese 
sitio específico en el funcionamiento global de una proteína. De 
manera alternativa, podrían introducir cambios en la región re- 
guladora de un gen y determinar el efecto en la expresión génica. 
Si el objetivo de la mutagénesis dirigida a un sitio es simplemen- 
te suprimir el funcionamiento de un gen, pueden usarse métodos 
menos específicos. Por ejemplo, si se corta una secuencia génica 
en un sitio de restricción, se usa DNA polimerasa para conver- 
tir las regiones monocatenarias de los extremos adherentes en 
DNA bicatenario y se vuelven a ligar esos extremos, es posible 
destruir el marco de lectura de una proteína. En otros casos po- 
dría eliminarse del gen un fragmento de restricción completo. 

Crear una mutación ¿in vitro es sólo un aspecto de la ge- 
nética inversa. Para estudiar el efecto de una mutación artificial 
en un fenotipo, es necesario sustituir el gen normal por el alelo 
mutado en el organismo en cuestión. El desarrollo de una téc- 
nica para introducir mutaciones en el genoma murino abrió la 
puerta para los estudios de genética inversa en mamíferos, y li- 
teralmente revolucionó el estudio del funcionamiento génico de 
este grupo taxonómico. 


Ratones con bloqueo génico 


En muchas partes de este libro ya se describieron los fenotipos 
de ratones que carecen de una copia funcional de un gen parti- 
cular. Por ejemplo, se indicó que los ratones que carecen de una 
copia funcional del gen p53 siempre desarrollan tumores malig- 
nos (pág. 662). Estos animales, llamados ratones con bloqueo 
génico, pueden aportar información única de la base genética de 
la enfermedad humana, así como un mecanismo para estudiar 
las diversas actividades celulares en las que el producto de un gen 
particular pudiera participar. Los ratones con bloqueo génico son 
resultado de una serie de procedimientos experimentales que se 
muestran en la figura 18-49. 

En el decenio de 1980, Mario Capecchi de la Utah Uni- 
versity, Oliver Smithies de la Wisconsin University y Martin 
Evans de la Cambridge University desarrollaron los diversos 
procedimientos empleados para generar ratones con bloqueo 
génico. El primer paso es aislar un tipo inusual de célula que 
tenga virtualmente poderes ilimitados para diferenciarse. Estas 
células, denominadas células primordiales embrionarias (pág. 
19), se encuentran en el blastocisto de los mamíferos, que es una 
etapa temprana del desarrollo embrionario comparable a la eta- 
pa de blástula de otros animales. El blastocisto de un mamífero 
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FIGURA 18-49 Formación de ratones con bloqueo génico. Los pasos se 
describen en el texto. 


(fig. 18-49) se compone de dos partes distintas. La capa externa 
constituye el trofectodermo, que da origen a la mayor parte de las 
membranas extraembrionarias características de un embrión de 
mamífero. La superficie interna del trofectodermo está en con- 
tacto con un cúmulo de células llamado masa celular interna que 
se proyecta hacia la cavidad espaciosa (blastocele). La masa ce- 
lular interna da origen a las células que forman el embrión. La 
masa celular interna contiene las células primordiales embrio- 
narias, que se diferencian en todos los tejidos diversos de que se 
compone el mamífero. 

Las células primordiales primarias pueden aislarse de blas- 
tocistos y cultivarse in vitro bajo condiciones en las que las células 
crecen y proliferan; se transfectan después con un fragmento de 
DNA que contenga un alelo mutante no funcional del gen que va 
a eliminarse, así como genes de resistencia a antibiótico que 
pueden usarse para seleccionar las células que incorporaron el 
DNA alterado en su genoma. De las células que captan el DNA, 
alrededor de una por cada 10* experimentan un proceso de re- 
combinación homóloga en la que el DNA sustituye a la secuencia 
DNA homóloga. Mediante este procedimiento se producen y 
seleccionan las células primordiales embrionarias que son hete- 
rocigóticas para el gen en cuestión con base en su resistencia 
antibiótica. En el siguiente paso varias de estas células donadoras 
se inyectan en el blastocele de un embrión de ratón receptor. En 
el protocolo descrito en la figura 18-49, el embrión receptor se 
obtiene de una cepa negra. El embrión inyectado se implanta en 
el oviducto de una hembra que se preparó con hormonas para 
llevar el embrión a término. Mientras el embrión se desarrolla en 
su madre sustituta, las células primordiales embrionarias inyec- 
tadas se unen con la masa celular interna propia del embrión y 
contribuyen a la formación de tejidos embrionarios, inclusive las 
células germinales de las gónadas. Estos ratones quiméricos pue- 
den reconocerse porque su pelaje tiene características de las cepas 
donadora y receptora. Los ratones quiméricos se aparean con un 
miembro de una cepa endogámica negra para saber si las célu- 
las germinales contienen la mutación de eliminación génica. La 
descendencia será heterocigótica para el gen en todas sus células 
si las células germinales contienen la mutación por eliminación. 
Los heterocigóticos pueden reconocerse por la coloración parda 
de su pelaje. Después estos heterocigóticos se aparean entre sí 
para producir descendientes homocigóticos para el alelo mutan- 
te. Estos son los ratones con bloqueo génico que carecen de una 
copia funcional del gen. Cualquier gen del genoma, o cualquier 
secuencia de DNA para el caso, puede modificarse de cual- 
quier manera que se desee usando este método experimental. 

En algunos casos la deleción de un gen particular puede 
conducir a la ausencia de un proceso particular, lo que proporcio- 
na evidencia convincente de que el gen es esencial para ese pro- 
ceso. Sin embargo, a menudo la deleción de un gen que se cree 
participa en un proceso esencial causa poca o ninguna alteración 
en el fenotipo del animal. Tales resultados pueden ser difíciles de 
interpretar. Por ejemplo, es posible que el gen no participe en el 
proceso que se estudia o, como casi siempre sucede, que la ausen- 
cia del producto del gen se compense con el producto de un gen 
distinto. La compensación de un gen por otro puede verificarse 
con la producción de ratones que carecen de los dos genes en 
cuestión (es decir, doble bloqueo génico). 

En otros casos, la ausencia del gen conduce a la muerte del 
ratón en etapas tempranas del desarrollo, lo que también hace di- 
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fícil identificar la participación del gen en la función celular. Los 
investigadores a menudo pueden salvar este problema mediante 
una técnica que permite la anulación de un gen particular en sólo 
uno o varios tejidos deseados, mientras que el gen se expresa en 
el resto del animal. Estos bloqueos condicionales, como se les llama, 
permiten a los investigadores estudiar la función del gen en el 
desarrollo o función del tejido afectado. 


Interferencia del RNA 


Los ratones con bloqueo génico representan una estrategia inva- 
luable para aprender sobre la función génica, pero la generación 
de estos animales es laboriosa y costosa. En años recientes, una 
nueva técnica del campo de la genética inversa alcanzó un uso 
difundido. Como se explica en la página 449, la interferencia 
del RNA (RNAi) es un proceso en el que se degrada un mRNA 
específico por la presencia de un pequeño siRNA bicatenario 
cuya secuencia está contenida dentro de la secuencia de mRNA. 
Es posible estudiar las funciones de genes en una planta, nema- 
todo o mosca de la fruta mediante la simple introducción de 
un siRNA en uno de estos organismos por varios medios para 
examinar el fenotipo del organismo que resulta de la deficiencia 
del mRNA correspondiente. La identificación de las funciones 
de los genes al nivel celular, en lugar de al nivel del organismo, 
puede hacerse mediante el estudio de los efectos de estos mis- 
mos siRNA en las actividades de las células cultivadas. Con estas 
estrategias, los investigadores pueden reunir información sobre 
las funciones de grandes cantidades de genes en un periodo re- 
lativamente corto. Como se explica en la página 451, la RNAi es 
útil para estudiar la función génica en células de mamíferos me- 
diante incubación de células con pequeños dsRNA encapsulados 
en lípidos o mediante la modificación genética de las células para 
que produzcan los siRNA ellas mismas. Una vez dentro de la 
célula, el siRNA guía la degradación del mRNA blanco y deja 
a la célula incapaz de producir proteína adicional codificada por 
ese gen. Cualquier deficiencia del fenotipo de la célula puede 
atribuirse a una disminución marcada en la cantidad de proteína 
que se investiga. Como ocurre con las eliminaciones génicas, la 
ausencia de un fenotipo después del tratamiento con un siRNA 
no siempre significa que el gen en cuestión no participa en un 
proceso particular, ya que otro gen podría compensar la ausencia 
de la expresión del gen blanco. 

También existen bibliotecas que contienen miles de siRNA, 
o vectores con DNA que codifica estos RNA, para el estudio 
de la función génica en diversos organismos modelo y en seres 
humanos. Los investigadores que usan estas bibliotecas pueden 
estudiar los efectos de la eliminación de la expresión de un gen 
en cualquier proceso celular. Por ejemplo, debe ser posible iden- 
tificar a los genes que participan en el ensamble del huso mitó- 
tico mediante el tratamiento de las células con un conjunto de 
siRNA de todo el genoma para luego revisar a todas las células 
tratadas al momento de la división celular y detectar la presencia 
de un huso mitótico anormal. La figura 18-50 muestra una gale- 
ría de imágenes de células cultivadas de Drosophila en la metafase 
de la mitosis. Cada una de las células mostradas en esta galería 
fue tratada con un siRNA dirigido contra un gen diferente en 
el genoma de Drosophila. En este estudio se valoraron más de 
14000 siRNA distintos, de los cuales cerca de 200 hicieron que 


las células tratadas tuvieran un huso anormal en metafase. Más 


FIGURA 18-50 Determinación de la función génica por interferencia 
del RNA. La figura muestra una galería de imágenes de células cultiva- 
das de Drosophila que se incubaron con varios siRNA de cadena doble. 
Las células mostradas se acumularon en metafase por un tratamiento 
separado que bloqueó el avance hacia la anafase. Durante el estudio se 
examinaron más de 4 millones de células. Fue posible someter a detec- 
ción a una gran cantidad de células mediante la selección computarizada 
de las imágenes de células que estuvieran en metafase para luego elegir 
y ensamblar las imágenes en paneles como el que se muestra en esta fo- 
tografía. Así, podía buscarse la presencia de husos mitóticos anormales, 
ya fuera por observadores humanos o por análisis computarizado con 
programas diseñados para detectar características específicas de un huso 
anormal. (Por CORTESÍA DE GOHTA GosHIuMa Y RonaLD D. VALE, DE 
UN ESTUDIO EN SCIENCE 316:417, 2007.) 


de la mitad de los siRNA que afectaron el ensamble del huso 
mitótico se dirigían contra genes cuya participación en la for- 
mación de esta estructura se desconocía hasta el momento, lo 
que aportó nueva información sobre las funciones de estos genes. 
Las imágenes de la figura 18-51 muestran los efectos de un solo 
siRNA que se dirige contra un gen con participación conocida 
en el ensamble del huso mitótico y otras actividades durante la 
mitosis. En este caso, las células de mamífero cultivadas que se 
observan a la derecha fueron transfectadas con un siRNA diri- 
gido contra los mRNA que codifican la cinasa Aurora B (pág. 
584). La eliminación consecuente de esta enzima alteró mucho 
la segregación cromosómica. 


zj Tubulina 
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FIGURA 18-51 Determinación de la función génica por interferencia 
del RNA. (Izquierda) Una célula de mamífero cultivada no tratada en 
la metafase de la mitosis. (Derecha) El mismo tipo de célula se trató con 
un dsRNA de 21 nucleótidos diseñado para inducir la destrucción de 
los mRNA que codifican la cinasa Aurora B, una proteína participante 
en el punto de comprobación del huso en metafase. Los cromosomas de 
esta célula se encuentran adyacentes al huso mitótico, lo que sugiere la 
ausencia de interacciones entre el cinetocoro y el microtúbulo. (ToMADA 
DE CLAIRE DITCHFIELD ET AL., POR CORTESÍA DE STEPHEN S. TAYLOR, 
J. CELL Bror. 161:276, 2003; POR AUTORIZACIÓN DE DERECHOS DE THE 
ROCKEFELLER UNIVERSITY Press.) 


18.19 DE ANTICUERP 


Como se explica en el capítulo 17, los anticuerpos (o inmuno- 
globulinas) son proteínas que se producen en los tejidos linfoides 
como respuesta a la presencia de materiales extraños, o antíge- 
nos. Una de las propiedades más atractivas de los anticuerpos 
y que los hace tan útiles para los investigadores en biología es 
su especificidad notable. Una célula puede contener miles de 
proteínas diferentes y aun así una preparación de anticuerpos se 
une sólo con las moléculas seleccionadas dentro de la célula que 
tienen una pequeña parte que se adapta a los sitios para unión 
de antígeno de las moléculas de anticuerpo. A menudo pueden 
obtenerse anticuerpos que distinguen entre dos polipéptidos que 
difieren sólo en un aminoácido o en una sola modificación pos- 
terior a la traducción (como en la página 516). 

Desde hace mucho tiempo los biólogos aprovechan los an- 
ticuerpos y desarrollan una gran variedad de técnicas que los 
utilizan. En general se cuenta con dos estrategias distintas para 
la preparación de moléculas de anticuerpo que interactúan con 
un antígeno determinado. En la estrategia tradicional, un animal 
(por lo general un conejo o una cabra) se inyecta varias veces 
con el antígeno y tras un periodo de varias semanas se extrae 
sangre que contiene los anticuerpos deseados. La sangre entera 
se trata para eliminar las células y los factores de coagulación a 
fin de producir un antisuero, que puede someterse a prueba para 
cuantificar su título de anticuerpos y del que pueden purificarse 
las inmunoglobulinas. Aunque este método para producir anti- 
cuerpos aún está en uso, tiene ciertas desventajas inherentes. A 
causa del mecanismo de síntesis de anticuerpos, un animal siem- 
pre produce diversas especies de distintas inmunoglobulinas, es 
decir, inmunoglobulinas con diferentes regiones V en sus cade- 
nas polipeptídicas, aun cuando se enfrentan con una preparación 
purificada del antígeno. Se dice que un antisuero que contiene 
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varias inmunoglobulinas que se unen con el mismo antígeno es 
policlonal. Como las inmunoglobulinas tienen estructuras dema- 
siado similares para fraccionarse, resulta imposible obtener una 
preparación de una sola especie purificada de anticuerpo con esta 
técnica. 

En 1975 Cesar Milstein y Georges Köhler del Medical Re- 
search Council en Cambridge, Inglaterra, realizaron un conjunto 
trascendental de experimentos que condujo a la preparación de 
anticuerpos dirigidos contra antígenos específicos. Para com- 
prender su trabajo es necesario divagar un poco. Dado un clon 
determinado de células productoras de anticuerpos (que provie- 
nen de un solo linfocito B), se sintetizan anticuerpos con sitios 
idénticos para combinación con antígenos. La heterogeneidad 
de los anticuerpos producidos cuando se inyecta un solo antí- 
geno purificado a un animal se debe al hecho de que se activan 
muchos linfocitos B distintos, cada uno con anticuerpos unidos 
con la membrana con afinidad por una parte diferente del antí- 
geno. Surgió una pregunta importante: ¿era posible resolver este 
problema y obtener una sola especie de molécula de anticuerpo? 
Considérense por un momento los resultados de un procedi- 
miento en el que un animal recibe una inyección de un antígeno 
purificado, se espera un periodo de varias semanas para que los 
anticuerpos se produzcan, se extraen el bazo u otros órganos lin- 
foides, se prepara una suspensión de células únicas, se aíslan las 
células que producen el anticuerpo deseado y esas células parti- 
culares se cultivan como colonias separadas para obtener gran- 
des cantidades de esta inmunoglobulina particular. Si se siguiera 
este procedimiento, se obtendría una preparación de moléculas 
de anticuerpo producidas por una sola colonia (o clon) de célu- 
las, que se conoce como anticuerpo monoclonal. Sin embargo, 
como las células productoras del anticuerpo no crecen ni se di- 
viden en cultivo, fue necesario introducir alguna manipulación 
adicional para obtener anticuerpos monoclonales. 

Las células de mieloma maligno son un tipo de célula can- 
cerosa que crece con rapidez en cultivo y produce grandes canti- 
dades de anticuerpos. No obstante, las células de mieloma son 
poco útiles como herramientas analíticas porque no se forman 
como respuesta a un antígeno particular. En lugar de eso se de- 
sarrollan a partir de una conversión aleatoria de un linfocito nor- 
mal al estado maligno y, por tanto, producen el anticuerpo que el 
linfocito particular sintetizaba antes de volverse maligno. 

Milstein y Kóhler combinaron las propiedades de estos dos 
tipos de células: el linfocito normal productor de anticuerpos y la 
célula de mieloma inmortal. Lograron esta hazaña mediante 
la fusión de los dos tipos de células para producir células híbri- 
das, denominadas hibridomas, que crecen y proliferan de ma- 
nera indefinida, y también producen grandes cantidades de un 
solo anticuerpo (monoclonal). El anticuerpo producido es el que 
el linfocito normal sintetizaba antes de fusionarse con la célula 
de mieloma. 

El procedimiento para la producción de anticuerpos mo- 
noclonales se ilustra en la figura 18-52. El antígeno (ya sea en 
forma soluble o como parte de una célula) se inyecta en el ratón 
para inducir la proliferación de células específicas formadoras de 
anticuerpo (paso 1, figura 18-52). Tras un periodo de varias se- 
manas, el bazo se extrae y se separa en células individuales (paso 
2), y los linfocitos productores de anticuerpo se fusionan luego 
con una población de células de mieloma maligno (paso 3), lo 
que hace las células híbridas inmortales, capaces de una división 
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FIGURA 18-52 Formación de anticuerpos monoclonales. Los pasos se 
describen en el texto. El medio HAT se llama así porque contiene hi- 
poxantina, aminopterina y timidina. Este medio permite el crecimiento 
de las células con una fosforribosiltransferasa de hipoxantina-guanina 
(HGPRT), pero no apoya el crecimiento de células que carecen de esta 
enzima, como las células de mieloma múltiple sin fusionar que se usaron 
en este procedimiento. 


celular ilimitada. Para seleccionar las células híbridas (hibrido- 
mas) entre las células no fusionadas se coloca la mezcla celular en 
un medio en el que sólo puedan sobrevivir los híbridos (paso 4). 


Después los hibridomas crecen como clones en pozos separados 
(paso 5) y se revisan en forma individual para detectar la pro- 
ducción de anticuerpo contra el antígeno en estudio. Las células 
híbridas que contienen el anticuerpo apropiado (paso 6) pueden 
clonarse in vitro o in vivo (como células tumorales en un animal 
receptor), de modo que sea posible preparar cantidades ilimita- 
das del anticuerpo monoclonal. Una vez que los hibridomas se 
producen, pueden almacenarse por tiempo indefinido congela- 
dos y mantenerse alícuotas disponibles para los investigadores 
en todo el mundo. 

Una de las características más importantes de esta metodo- 
logía es que no se tiene que comenzar con un antígeno purificado 
para obtener un anticuerpo. De hecho el antígeno para el que se 
busca el anticuerpo monoclonal puede ser un componente me- 
nor de toda la mezcla. Además de su empleo en la investigación, 
los anticuerpos monoclonales tienen una participación valiosa en 
la medicina diagnóstica, en pruebas para determinar la concen- 
tración de proteínas específicas en la sangre o en la orina. En uno 
de los ejemplos los anticuerpos monoclonales son la base de cier- 
tas pruebas caseras de embarazo que detectan la presencia de 
una proteína (gonadotropina coriónica) que aparece en la orina 
unos cuantos días después de la concepción. 

Cuando se tiene la preparación de moléculas de anticuerpo, 
obtenidas ya sea por técnicas inmunológicas convencionales o 
mediante la formación de hibridomas, pueden usarse como son- 
das muy específicas en varias técnicas analíticas. Por ejemplo, los 
anticuerpos son útiles en la purificación de proteínas. Cuando 
se agrega un anticuerpo purificado a una mezcla cruda de pro- 
teínas, la proteína específica que se busca, se combina de mane- 
ra selectiva con el anticuerpo y se precipita de la solución. Los 
anticuerpos también pueden emplearse en conjunto con varios 
tipos de procedimientos de fraccionamiento para identificar una 
proteína particular (antígeno) entre una mezcla de proteínas. Por 
ejemplo, en una prueba con el método Western primero se frac- 
ciona una mezcla de proteínas por electroforesis bidimensional 
(como en la figura 18-29). Luego las proteínas fraccionadas se 
transfieren a una hoja de filtro de nitrocelulosa, que se incuba 
con una preparación de anticuerpos marcados con radiactividad 
o fluorescencia. La localización en el filtro de la proteína especí- 
fica unida con el anticuerpo se establece mediante la localización 
de la radiactividad o la fluorescencia. 

Los anticuerpos monoclonales preparados por el método 
recién descrito no sólo son excelentes herramientas de investiga- 
ción, también son muy útiles como agentes terapéuticos en seres 
humanos (pág. 672). Los esfuerzos por desarrollar hibridomas 
humanos que produzcan anticuerpos monoclonales no han te- 
nido éxito hasta ahora. Para sortear este problema los ratones 
se pueden modificar mediante ingeniería genética para que los 
anticuerpos que producen sean más parecidos a los humanos en 
cuanto a la secuencia de aminoácidos. Ya se aprobaron varios de 
estos anticuerpos monoclonales humanizados para el tratamien- 
to de diversas enfermedades. En fechas recientes se ha modifica- 
do a los ratones con ingenieria genética para que su sistema in- 
munitario sea de naturaleza “humana”. Estos animales producen 
anticuerpos con estructura humana por completo. 

El primer anticuerpo totalmente humano (adalimimab), 
aprobado para el tratamiento de la artritis reumatoide (pág. 
708), fue producido por una técnica muy distinta; se utilizan 
bacteriófagos en vez de hibridomas como base para la pro- 


ducción de anticuerpos monoclonales. Esta técnica se conoce 
como exhibición bacteriófaga (en fago); aquí, se generan miles de 
millones de partículas fágicas distintas, cada una porta un gen 
que codifica una molécula de anticuerpo humano que posee una 
región variable única (pág. 696). Diferentes fagos de esta vasta 
biblioteca codifican diferentes anticuerpos, esto es, anticuerpos 
con diferentes regiones variables. En cada caso, el gen para an- 
ticuerpo se fusiona con un gen que codifica una de las proteínas 
de la cubierta viral, de modo que cuando el fago se ensambla 
dentro de una célula hospedadora, la molécula de anticuerpo se 
exhibe en la superficie de la partícula viral. Supóngase que se tiene 
una proteína (antígeno) que se piensa podría ser un buen blanco 
para un anticuerpo terapéutico dado. El antígeno se purifica y 
se permite que interactúe con una muestra de cada una de las 
partículas fágicas que constituyen la biblioteca fágica. Aquellos 
fagos que se unen al antígeno con alta afinidad pueden identifi- 
carse, y se les permite que se multipliquen dentro de una célula 
hospedadora apropiada. Una vez que se ha amplificado de este 
modo, el DNA que codifica el gen de anticuerpo puede aislarse 
y usarse para transfectar una célula de mamífero apropiada. Las 
células modificadas por ingeniería genética entonces se multi- 
plican en grandes cultivos para producir cantidades terapéuticas 
del anticuerpo. La producción de anticuerpos en células de ma- 
mífero cultivadas es una empresa costosa, y se está intentando 
con la alternativa de las “fábricas vivas”. Entre las posibilidades 
para esta finalidad se encuentran cabras, conejos y células de la 
planta del tabaco. 

Una revisión rápida de esta obra revela muchas micrografías 
que muestran la localización inmunitaria de una proteína parti- 
cular dentro de una célula tal como se observa en el microscopio 
óptico o el electrónico. La localización inmunitaria de proteínas 
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dentro de una célula depende del uso de anticuerpos que se pre- 
pararon de manera específica contra esa proteína particular. Una 
vez preparadas, las moléculas de anticuerpo se unen (conjugan) 
con una sustancia que las hace visibles al microscopio, pero no 
interfiere con la especificidad de sus interacciones. Para usar el 
microscopio óptico, los anticuerpos casi siempre se unen en com- 
plejos con pequeñas moléculas fluorescentes, como la fluoresceí- 
na o rodamina, para generar derivados que se incuban luego con 
células o secciones de células. Los sitios de unión se visualizan 
con el microscopio de fluorescencia. Esta técnica se denomina 
inmunofluorescencia directa. A menudo es preferible realizar 
la localización de antígenos con una variación de esta técnica 
llamada inmunofluorescencia indirecta. En ésta, las células se 
incuban con un anticuerpo no marcado y se permite que formen 
complejos con el antígeno correspondiente. La localización de 
la pareja antígeno-anticuerpo se revela en un segundo paso con 
una preparación de anticuerpos con marca fluorescente cuyos 
sitios de combinación están dirigidos contra las moléculas de 
anticuerpos empleadas en el primer paso. La inmunofluorescen- 
cia indirecta produce una imagen más brillante porque muchas 
moléculas del anticuerpo secundario pueden unirse con un solo 
anticuerpo primario. La inmunofluorescencia indirecta también 
tiene una ventaja práctica: el anticuerpo conjugado (fuorescen- 
te) es fácil de obtener en el mercado. La inmunofluorescencia 
brinda una claridad notable porque las proteínas unidas con el 
anticuerpo se revelan a la vista; todos los materiales no marcados 
permanecen invisibles. La localización de los antígenos con el 
microscopio electrónico se logra con anticuerpos que se marca- 
ron con materiales electrodensos, como la proteína con hierro 
ferritina o partículas de oro. La figura 8-23c,4 muestra un ejem- 
plo de esta técnica. 


Glosario 


En esta sección se definen muchos términos clave. Los números entre paréntesis después de la mayor parte de las definiciones identifican el capítulo y 
la sección en la que se define el término por primera vez. Por ejemplo, un término seguido por (3.2) se define por primera vez en el capítulo 3, sección 2: 
“Enzimas”. Los términos definidos en los ensayos Perspectiva humana o Vías experimentales se identifican entre paréntesis con PH o VE. Por ejemplo, un 
término seguido por (VE1) se define por primera vez en el ensayo Vías experimentales del capítulo 1. 


A (aminoacilo), sitio. Sitio en el que los tRNA 
aminoacilo entran al complejo ribosoma- 
mRNA. (11.8) 

Absorción, espectro. Una gráfica de la inten- 
sidad de luz absorbida en relación con su 
longitud de onda. (6.3) 

Aceites. Grasas que se encuentran en forma 
líquida a temperatura ambiente. (2.5) 

Aceptor electrónico primario. Molécula que 
recibe el electrón fotoexcitado de los pig- 
mento del centro de reacción en ambos 
fotosistemas. (6.4) 

Acetil Co-A. Un intermediario metabólico 
producido por catabolismo de muchos 
compuestos, incluidos ácidos grasos y usado 
como sustrato inicial para la vía respiratoria 
principal, el ciclo del ácido tricarboxílico. 
(5.2) 

Ácido. Una molécula capaz de liberar un ion 
hidrógeno. (2.3) 

Ácido conjugado. Forma pareada que se crea 
cuando una base acepta un protón en una 
reacción acidobásica. (2.3) 

Ácido graso. Cadena larga de hidrocarburo no 
ramificada con un solo ácido carboxílico en 
un extremo. (2.5) 

Ácido nucleico. Polímeros compuestos por 
nucleótidos, que en los organismos vivos se 
basan en uno de dos azúcares, ribosa o des- 
oxirribosa, lo que da origen a los términos 
ácido ribonucleico (RNA) y ácido desoxirri- 
bonucleico (DNA). (2.5) 

Ácido nucleico, hibridación. Variedad de téc- 
nicas relacionadas que se basan en el hecho 
de que dos moléculas de ácido nucleico de 
cadena sencilla con secuencia de bases com- 
plementaria formarán un híbrido de cadena 
doble. (18.11) 

Ácido ribonucleico (RNA). Ácido nucleico 
formado por una sola cadena polimérica de 
nucleótidos que contienen ribosa. (2.5) 

Ácido tricarboxílico, ciclo. La vía metabólica 
circular que oxida al acetil-CoA y conserva 
su energía; también se conoce como ciclo de 
Krebs o ciclo del ácido cítrico. (5.2) 

Ácidos grasos insaturados. Los que tienen uno 
o más enlaces dobles entre los átomos de 
carbono. (2.5) 

Ácidos grasos saturados. Los que carecen de 
enlaces dobles entre los carbonos. (2.5) 

Actina. Una proteína globular del citoesqueleto 
que se polimeriza para formar un filamento 
helicoidal flexible capaz de interactuar con 
la miosina. Los filamentos de actina brindan 


sostén a las células eucariotas, determinan la 
forma celular y permiten los movimientos 
de la célula. (9.5) 

Actina, proteínas transportadoras. Cualquie- 
ra de las casi 100 proteínas distintas que 
pertenecen a muchas familias que influyen 
en el ensamble de los filamentos de actina, 
sus propiedades físicas y sus interacciones 
entre sí y con los organelos celulares. (9.7) 

Actividad específica. La proporción entre la 
cantidad de una proteína de interés y la 
cantidad total de proteína presente en una 
muestra, que se usa como medida de la puri- 
ficación. (18.7) 

Adhesiones focales. Estructuras adhesivas 
características de las células cultivadas que 
se adhieren a la superficie de un platillo de 
cultivo. La membrana plasmática en la re- 
gión de la adhesión focal contiene cúmulos 
de integrinas que conectan el material extra- 
celular que cubre el platillo de cultivo con el 
sistema de microfilamentos con actina del 
citoesqueleto. (7.2) 

Aerobios. Organismos que dependen de la 
presencia de oxígeno para metabolizar 
compuestos ricos en energía. (5.1) 

Aislantes. Secuencias limítrofe especializadas 
que “acordonan” un promotor y su intensifi- 
cador de otros elementos promotores/inten- 
sificadores. De acuerdo con un modelo, las 
secuencias aislantes se unen con proteínas 
de la matriz nuclear. (12.4) 

Ajuste inducido. Cambio en la conformación 
de una enzima después de la unión del sus- 
trato, lo que permite que proceda la reacción 
química. (3.2) 

Alelos. Formas alternativas del mismo gen. 
(10.1) 

Almacenamiento lisosómico, trastornos. En- 
fermedades caracterizadas por la deficiencia 
de una enzima lisosómica y la acumulación 
correspondiente del sustrato no degradado. 
(PH8) 

Almidón. Mezcla de dos polímeros de glucosa, 
amilosa y amilopectina, que sirve como 
energía química accesible en la mayor parte 
de las célula vegetales. (2.5) 

Alostérica, modulación. Modificación de la 
actividad de una enzima mediante la inte- 
racción con un compuesto que se une con 
un sitio distinto (el sitio alostérico) distinto 
al sitio activo. (3.3) 

Amida, enlace. El enlace químico que se forma 


entre ácidos carboxílicos y aminas (o grupos 


funcionales ácido y amino) con la produc- 
ción de una molécula de agua. (2.4) 

Aminoácidos. Unidades monoméricas de 
proteínas; cada uno está formado por tres 
grupos funcionales unidos con un carbono a 
central: un grupo amino, una cadena lateral 
definitoria y un grupo carboxílico. (2.5) 

Aminoacil-rtRNA, sintetasa (AARS). Una 
enzima que forma enlaces covalentes con 
aminoácidos en su extremo 3' de su tRNA 
afín. Cada aminoácido es reconocido por 
una aminoacil-tRNA sintetasa (11.7) 

Amortiguadores. Compuestos que pueden 
interactuar con iones hidrógeno libres o 
hidroxilo, lo que disminuye el cambio en el 
pH. (2.3) 

Anabólica, vía. Vía metabólica que conduce a 
la síntesis de productos relativamente com- 
plejos. (3.3) 

Anaerobios. Organismos que utilizan com- 
puestos ricos en energía mediante vías me- 
tabólicas independientes del oxígeno, como 
la glucólisis y la fermentación. (5.1) 

Anafase. Etapa de la mitosis durante la cual las 
cromátides hermanas se separan una de la 
otra. (14,2) 

Anafase A. Movimiento de los cromosomas 
hacia los polos durante la mitosis. (14.2) 

Anafase B. Elongación del huso mitótico, que 
hace que ambos polos del huso se separen. 
(14.2) 

Análisis. Algún rasgo identificable de una 
proteína específica, como la actividad cata- 
lítica de una enzima, usado para determinar 
la cantidad relativa de esa proteína en una 
muestra. (18.7) 

Análisis de composición de bases. Las canti- 
dades relativas de cada base en varias mues- 
tras de DNA. (10.3) 

Aneuploidia. Situación en la que una célula 
tiene un número anormal de cromosomas 
que no es múltiplo del número haploide. 
(16.1) 

Anfipático. La propiedad biológicamente im- 
portante de una molécula que tiene regiones 
tanto hidrófobas como hidrófilas. (2.5, 4.3) 

Anfótero. Propiedad estructural que permite 
que la misma molécula actúe como ácido o 
como base. (2.3) 

Angiogénesis. Formación de nuevos vasos 
sanguíneos. (16.4) 

Angstrom. Unidad equivalente a 0.1 nm que se 
usa para describir dimensiones atómicas y 
moleculares. (1.3) 


G-1 


G-2 GLOSARIO 


Anión. Átomo o molécula ionizados con una 
carga neta negativa. (2.1) 

Antenas. Moléculas captadoras de luz de una 
unidad fotosintética que absorbe fotones de 
longitudes de onda diversas y transfiere la 
energía a las moléculas de pigmento en el 
centro de reacción. (6.4). 

Anticodón. Secuencia de tres nucleótidos en 
cada tRNA que funciona en la identifica- 
ción del codón de mRNA complementario. 
(11.7) 

Anticuerpo. Proteína del tipo inmunoglobulina 
producida por células plasmáticas derivadas 
de un linfocito B que interactúa con la su- 
perficie de un patógeno o sustancia extraña 
para facilitar su destrucción. (17.4) 

Anticuerpo monoclonal. Una preparación de 
moléculas de anticuerpo producidas por una 
sola colonia (o clona) de células. (18.19) 

Antígeno. Cualquier sustrato reconocido por 
un sistema inmunitario como ajeno al orga- 
nismo. (17.2) 

Antisuero. Líquido que contiene los anticuer- 
pos deseados que permanece después de 
eliminar las células y los factores de coagula- 
ción de la sangre entera que estuvo expuesta 
a un antígeno. (18.19) 

Apoptosis. Un tipo de muerte celular 
programada en la que la célula responde 
a ciertas señales mediante el inicio de una 
respuesta normal que conduce a la muerte 
de la célula. La muerte por apoptosis se 
caracteriza por la compactación general 
de la célula y su núcleo, disección 
ordenada de la cromatina en fragmentos 
por efecto de una endonucleasa especial 
que divide el DNA y la captura rápida 
de la célula moribunda por fagocitosis. 
(15.8) 

Artefacto. Una estructura que se ve en una 
imagen microscópica causada por la coagu- 
lación o precipitación de materiales que no 
existían en la célula viva. (18.2) 

Áster. Disposición en “estallido” de los microtú- 
bulos alrededor de cada centrosoma durante 
la mitosis. (14.2) 

Átomo electronegativo. El átomo con la mayor 
fuerza de atracción; el átomo que puede 
capturar la mayor cantidad de electrones de 
un enlace covalente. (2.1) 

ATP sintasa. Enzima que sintetiza ATP, se 
encuentra en la membrana mitocondrial 
interna y está formada por dos elementos 
principales: la cabeza F1 y la pieza basal F, 
esta última está incrustada en la membrana. 
(5.5) 

Autoanticuerpos. Anticuerpos capaces de 
reaccionar con los propios tejidos del cuer- 
po. (PH17) 

Autoensamble. La propiedad de las proteínas 
(u otras estructuras) para asumir la con- 
formación correcta (nativa) con base en el 
comportamiento químico dictado por la 
secuencia de aminoácidos. (2.5) 


Autofagia. Destrucción y remplazo de los 
organelos durante la cual un organelo está 
rodeado por una membrana doble. La mem- 
brana que rodea el organelo se fusiona con 
un lisosoma. (8.6) 

Autoinmunitarias, enfermedades. Trastornos 
caracterizados por el ataque del sistema 
inmunitario contra los propios tejidos del 
cuerpo. Incluye la esclerosis múltiple, dia- 
betes mellitus dependiente de insulina y 
artritis reumatoide. (PH17) 

Autorradiografía. Técnica para visualizar 
los procesos bioquímicos, permite que un 
investigador identifique la localización de 
materiales con marca radiactiva dentro de 
la célula. Los cortes de tejido que contienen 
isótopos radiactivos se cubren con una capa 
delgada de emulsión fotográfica, la cual se 
expone por la radiación que emana el tejido. 
Los sitios de las células que tienen radiac- 
tividad se revelan al microscopio mediante 
granos de plata después del desarrollo de la 
emulsión que cubre el tejido. (8.2, 18.4) 

Autótrofo. Organismo capaz de sobrevivir con 
CO, como su principal fuente de carbono. 
(6.9) 

Axón. Una extensión única y prominente que 
surge del cuerpo celular y conduce impulsos 
desde el cuerpo celular hacia la(s) célula(s) 
efectoras. (4.8) 

Axonema. El centro de un cilio o flagelo que 
contiene un microtúbulo. La mayor parte de 
los axonemas consisten en nueve dobletes 
periféricos, dos microtúbulos centrales y 
muchas estructuras accesorias. (9,3) 


Bacteriófagos. Grupo de virus que necesitan 
bacterias como células hospedadoras. (1.4) 

Balsas lipídicas. Microdominios dentro de una 
membrana celular que tienen menor fluidez 
por la presencia de colesterol, glucolípidos 
y fosfolípidos que contienen ácidos grasos 
saturados más largos. Una residencia pro- 
puesta de las proteínas fijadas por GPI y 
proteínas de señalización. (4.5) 

Bamboleo, hipótesis. Propuesta de Crick de 
que el requerimiento estérico entre el anti- 
codón del tRNA y el codón del mRNA es 
flexible en la tercera posición, lo que permi- 
te que dos codones que sólo difieren en la 
tercera posición compartan el mismo tRNA 
durante la síntesis de proteínas. (11.7) 

Base. Cualquier molécula capaz de aceptar un 
ion hidrógeno. (2.3) 

Base conjugada. Forma pareada que se crea 
cuando un ácido pierde un protón en una 
reacción acidobásica. (2.3) 

Bases, reparación de escisión. Un mecanismo 
de corte y empalme para eliminar los nu- 
cleótidos alterados del DNA; por ejemplo 
uracilo (formado a partir de citosina) y 
8-oxoguanina. (13.2) 

Bicapa lipídica. Fosfolípidos ensamblados por sí 


mismos en una estructura bimolecular basada 


en interacciones hidrófobas e hidrófilas; tiene 
importancia biológica como la organización 
central de las membranas celulares. (4.2) 

Bioenergética. El estudio de los diversos tipos 
de energía que existen en los organismos 
vivos. (3.1) 

Bioquímicos. Compuestos sintetizados por 
organismos vivos. (2.4) 

Bivalente (tétrada). El complejo formado du- 
rante la meiosis por un par de cromosomas 
homólogos unidos. (14.3) 

Bomba de sodio-potasio (Na*/K*-ATP-asa). 
Proteína de transporte que usa ATP como 
fuente de energía para el transporte de 
iones sodio y potasio, con el resultado de 
que cada cambio en la conformación trans- 
porta tres iones de sodio fuera de la célula 
y dos iones potasio hacia el interior de la 


célula. (4.7) 


C,, plantas. Las plantas que dependen sólo de 
la vía C, para fijar el CO, atmosférico. (6.6) 

C,, vía. La vía metabólica por la cual el dióxi- 
do de carbono se asimila en las moléculas 
orgánicas de la célula durante la fotosíntesis. 
El rubisco usa 1,5-difosfato de ribulosa 
(RuBP) como aceptor inicial de CO,. Lue- 
go, el producto se fragmenta en dos molé- 
culas PGA de tres carbonos. (6.6) 

C, plantas. Plantas, sobre todo pastos tropi- 
cales, que usan la vía C, para fijación de 
carbono. (6.6) 

C, vía. Vía alternativa para fijación del carbono 
que utiliza fosfoenolpiruvato como aceptor 
de CO, para producir compuestos de cuatro 
carbonos (sobre todo malato y oxalacetato). 
(6.6) 

Cadena beta (B). Una posible estructura se- 
cundaria de un polipéptido en la que la 
columna central de la cadena asume una 
conformación plegada (o plisada). (2.5) 

Cadena doble, roturas. Daño en el DNA que 
a menudo es resultado de la radiación ioni- 
zante, implica la fractura de ambas cadenas 
de la doble hélice. Estas roturas pueden ser 
debilitantes para una célula y al menos dos 
sistemas de reparación distintos se dedican a 
su corrección. (13.2) 

Cadena lateral o grupo R. El grupo funcional 
definitorio de un aminoácido que varía 
desde un solo hidrógeno hasta complejas 
unidades polares o no polares en los 20 ami- 
noácidos encontrados con mayor frecuencia 
en las células. (2.5) 

Cadena líder. La cadena hija de DNA recién 
formada que se sintetiza en forma continua 
llamada así porque su síntesis continúa 
conforme avanza la horquilla de replicación. 
(13.1) 

Cadena ligera. El más pequeño de dos tipos 
de cadenas polipeptídicas en un anticuerpo, 
con una masa molecular de 23 kDa. (17.4) 

Cadena pesada. Uno de los dos tipos de ca- 


denas polipeptídicas de un anticuerpo, casi 


siempre con una masa molecular de 50 a 70 


kD. (17.4) 


Cadena retrasada. La cadena hija de DNA 


recién producida que se sintetiza en forma 
discontinua, llamada así porque la iniciación 
de cada fragmento debe esperar a que las 
cadenas originales se separen y expongan 


otra plantilla. (13.1) 


Caderinas. Una familia de glucoproteínas 


relacionadas que median la adhesión inter- 
celular dependiente de calcio. (7.3) 


Calcio, proteínas transportadoras. Proteínas, 


como la calmodulina, que se unen con el 
calcio y permiten que éste inicie diversas 
respuestas celulares. (15.5) 


Calmodulina. Una pequeña proteína transpor- 


tadora de calcio con distribución amplia. 
Cada molécula de calmodulina tiene cuatro 
sitios de unión para el calcio. (15.5) 


CAM, plantas. Plantas que utilizan PEP car- 


boxilasa para fijar CO,, tal como las plantas 
C,, pero que llevan a cabo reacciones depen- 
dientes de la luz y la fijación del carbono en 
distintos momentos del día, por lo que los 
estomas pueden cerrarse durante las horas 


de pérdida máxima de agua del día. (6.6) 


Cambio de energía libre estándar (AG””. 


El cambio en la energía libre cuando una 
mola de cada reactivo se convierte en 

una mola de cada producto en condiciones 
estándar definidas: temperatura de 298 K 
y presión de 1 atm. (3.1) 


Carbohidratos (glucanos). Moléculas orgáni- 


cas que incluyen azúcares simples (monosa- 
cáridos) y polisacáridos poliméricos; sirven 
sobre todo como compuestos estructurales 
y para almacenamiento de energía en la 


célula. (2.5) 


Cariotipo. Imagen en la que se ordenan los 


cromosomas homólogos emparejados por 
tamaño decreciente. (12.1) 


Caspasas. Una familia de proteasas de cisteína 


que se activa en una etapa temprana de la 
apoptosis y producen los fenómenos de 
degradación que se observan durante la 
muerte celular. (15.8) 


Catión. Un átomo o molécula ionizados con 


una carga positiva adicional. (2.1) 


Cebador. La cadena de DNA o RNA que 


aporta a la DNA polimerasa el extremo 


terminal 3' OH necesario. (13.1) 


Células germinales. Células (p. ej., espermato- 


gonias, oogonias, espermatocitos, oocitos) 
que tienen la capacidad de dar origen a 
gametos. 


Células presentadoras de antígeno (APC). 


Células que presentan porciones de antíge- 
nos proteínicos en su superficie. Las porcio- 
nes provienen de la proteólisis de antígenos 
más grandes. Los péptidos antigénicos se 
presentan en conjunto con las moléculas 
MHC. Cualquier célula del cuerpo puede 
funcionar como una APC si presenta pép- 
tidos combinados con moléculas MHC 


clase I, lo cual es un mecanismo para la 
destrucción de las células infectadas. Por 

el contrario, los macrófagos, células den- 
dríticas y células B se conocen como APC 
“profesionales” porque fagocitan materiales, 
los procesan y los presentan a las células T 
combinados con moléculas MHC clase II. 
(17.4) 

Células primordiales embrionarias. Un tipo 
de célula que tiene capacidad de diferencia- 
ción ilimitada, se encuentra en el blastocisto 
de los mamíferos, que es una etapa tempra- 
na del desarrollo embrionario, comparable a 
la blástula en otros animales. (PH1, 18.18) 

Células primordiales hemopoyéticas. Células 
que se ubican sobre todo en la médula ósea 
y son capaces de autorrenovarse y dar ori- 
gen a todos los tipos de células sanguíneas. 
(PH1, 17.1) 

Células, sistema sin. Sistema experimental 
para estudiar actividades celulares que no 
requiere células enteras. Por lo general, 
tales sistemas contienen una preparación de 
proteínas purificadas o fracciones subcelu- 
lares y son susceptibles a la manipulación 
experimental. (8.2) 

Celulosa. Polímero no ramificado de glucosa 
con enlaces B(1>4) que semeja cables y 
sirve como elemento estructural principal de 
las paredes celulares vegetales. (2.5) 

Centrifugación diferencial. Técnica usa- 
da para aislar un organelo particular en 
grandes cantidades, lo cual depende del 
principio de que mientras sean más densos 
que el medio circundante, las partículas de 
distinto tamaño y forma se desplazan al 
fondo de un tubo de centrífuga a distintas 
velocidades cuando se colocan en un campo 
centrífugo. (18.6) 

Centriolos. Estructuras cilíndricas, de unos 0.2 
pm de diámetro y casi siempre del doble de 
largo, que contienen nueve fibrillas a in- 
tervalos regulares, cada una de las cuales se 
ve como una banda de tres microtúbulos al 
corte transversal. Los centriolos casi siempre 
se encuentran en pares, con sus integrantes 
situados en ángulo recto entre ellos (9.3) 

Centrómero. Indentación notoria en un cro- 
mosoma mitótico que sirve como sitio de 
formación del cinetocoro. (12.1) 

Centrosoma. Estructura compleja que contiene 
dos centriolos con forma de barril rodeados 
de material pericentriolar electrodenso 
amorfo, donde ocurre la nucleación de los 
microtúbulos. (9.3) 

Chaperonas. Proteínas que se unen a otros 
polipéptidos, impiden su agregación y fo- 
mentan su plegamiento, ensamble o ambos 
en proteínas multiméricas. (VE2) 

Chaperonas moleculares. Varias familias de 
proteínas cuyo papel principal es ayudar 
al plegamiento y ensamble de proteínas 
mediante la prevención de interacciones 


indeseables. (VE2) 


GLOSARIO G-3 


Chaperoninas. Miembros de la clase Hsp60 de 
las chaperonas, como la GroEL, que forman 
un complejo cilíndrico de 14 subunidades 
dentro del cual ocurre la reacción de plega- 
miento del polipéptido. (VE2) 

Choque térmico, respuesta. Activación de la 
expresión de diversos genes como respuesta 
al aumento en la temperatura. Los produc- 
tos de estos genes, incluidas las chaperonas 
moleculares, ayudan al organismo a recupe- 
rarse de los efectos dañinos de la temperatu- 
ra elevada. (VE2) 

Cianobacterias. Procariotas importantes en 
la evolución y de estructura compleja que 
tienen membranas fotosintéticas producto- 
ras de oxígeno. (1.3) 

Ciclina, cinasas dependientes. Enzimas que 
controlan la progresión de las células en el 
ciclo celular. (14.1) 

Ciclo celular. Las etapas por las que pasa una 
célula de una división celular a la siguiente. 
(14.1) 

Ciclo de Calvin (ciclo de Calvin-Benson). Vía 
para la conversión de CO, en carbohidratos; 
el ciclo ocurre en las cianobacterias y en to- 
das las células eucariotas fotosintéticas. (6.6) 

Cilio primario. Un solo cilio no móvil presente 
en muchos tipos de células de los vertebra- 
dos, se cree que tienen función sensitiva. 
(PH9) 

Cilios. Organelos móviles filiformes que se 
proyectan de la superficie de diversas células 
eucariotas. Los cilios tienden a encontrarse 
en grandes cantidades en la superficie de 
una célula. (9.3) 

Cinesina. Una proteína motora dirigida al 
extremo positivo que mueve las vesículas 
membranosas y otros organelos a lo largo de 
los microtúbulos a través del citoplasma. La 
cinesina es miembro de la familia de proteí- 
nas semejantes a cinesina. (9.3) 

Cinetocoro. Una estructura semejante aun 
botón situada en la superficie externa del 
centrómero al cual se unen los microtúbulos 
del huso. (14.2) 

Cisterna (luminal), espacio. La región del 
citoplasma rodeada por las membranas del 
retículo endoplásmico o complejo de Golgi. 
(8.3) 

Cisternas cis. Las cisternas del complejo de 
Golgi más cercanas al retículo endoplásmi- 
co. (8.4) 

Cisternas mediales. Las cisternas del complejo 
de Golgi entre las cisternas cis y las frans. (8.4) 

Cisternas trans. Las cisternas del complejo de 
Golgi más alejadas del retículo endoplás- 
mico. (8.4) 

Citocinas. Proteínas secretadas por células del 
sistema inmunitario que alteran el com- 
portamiento de otras células inmunitarias. 
(17.3) 

Citocinesia. La parte del ciclo celular durante 
la cual ocurre la división física de la célula 


en dos células hijas. (14.2) 


G-4 GLOSARIO 


Citocromos. Portador electrónico consistente en 
una proteína unida con un grupo hem. 

Citoesqueleto. Una red elaborada e interactiva 
de tres estructuras filamentosas bien defini- 
das: microtúbulos, microfilamentos y fila- 
mentos intermedios. Estos elementos fun- 
cionan para brindar soporte estructural; una 
red interna encargada de situar los diversos 
organelos en el interior de la célula; como 
parte de la maquinaria necesaria para el mo- 
vimiento de materiales y organelos dentro 
de las células; como elementos generadores 
de fuerza encargados del movimiento de las 
células de un sitio a otro; como sitios para 
fijar RNA mensajero y facilitar su traduc- 
ción en polipéptidos, y como transductor de 
señal, con transmisión de información de la 
membrana celular al interior de la célula. (9) 

Citosol. La región de contenido líquido del 
citoplasma fuera de los organelos membra- 
nosos de una célula eucariota. (1.3) 

Citosólica, superficie. La superficie de una 
membrana colindante con el citosol. (8.3) 

Clorofila. El pigmento fotosintético absorben- 
te de luz más importante. (6.3) 

Clorofila del centro de reacción. La molécula 
única de clorofila de entre los varios cientos 
de que hay en la unidad fotosintética que en 
realidad transfiere electrones a un aceptor 
electrónico. (6.4) 

Cloroplasto. Un organelo citoplásmico espe- 
cializado, limitado por membrana que es el 
sitio principal de la fotosíntesis en las célu- 
las eucariotas. (6) 

Coactivadores. Intermediarios que ayudan 
a los factores de transcripción unidos a 
estimular el inicio de la transcripción en el 
promotor central. (12.4) 

Cobre, átomos de la cadena de transporte 
electrónico. Un tipo de portador electróni- 
co; estos átomos se localizan dentro de un 
solo complejo proteínico de la membrana 
mitocondrial interna que acepta y dona 
un solo electrón mientras alternan entre el 
estado Cu? y Cu**. (5.3) 

Código genético. Manera en la que las secuen- 
cias de nucleótidos del DNA codifican la 
información para la formación de productos 
proteicos. (11.6) 

Codón. Secuencias de tres nucleótidos (triple- 
tas de nucleótidos) en los mRNA que espe- 
cifican a los aminoácidos. (11.6) 

Codón de inicio. La tripleta AUG, el sitio por 
el cual el ribosoma se une con el mRNA 
para asegurar que el ribosoma esté en el 
marco de lectura apropiado a fin de leer en 
forma correcta todo el mensaje. (11.8) 

Codones de paro. Tres de los 64 codones trinu- 
cleótidos posibles cuya función es terminar 
el ensamble del polipéptido. (11.6) 

Coeficiente de partición. La proporción entre 
la solubilidad de un soluto en aceite y la que 
tiene en agua, es una medida de la polaridad 
relativa de una sustancia biológica. (4.7) 


Coenzima. Un componente orgánico, no pro- 
teínico de una enzima. (3.2) 

Cofactor. El componente no proteínico de una 
enzima, puede ser inorgánico u orgánico. 
(3.2) 

Cohesina. Complejo multiproteínico que man- 
tiene las cromátides replicadas relacionadas 
una con la otra hasta que se separan durante 
la división celular. (14.2) 

Colágenas. Familia de glucoproteínas fibrosas 
conocidas por su elevada resistencia a la 
tracción y que funcionan sólo como parte de 
la matriz extracelular. (7.1) 

Colesterol. Esterol encontrado en las células 
animales que puede constituir hasta la mitad 
de los lípidos de una membrana plasmática; 
su proporción relativa en cualquier membra- 
na afecta su comportamiento fluido. (4.3) 

Complejo captador de luz II. Complejo 
pigmento-proteína situado fuera del foto- 
sistema mismo, que contiene la mayor parte 
de los pigmentos antena que recolectan luz 
para el PSII. También puede relacionarse 
con el PSI. (6.4) 

Complejo de poro nuclear. Aparato complejo, 
parecido a una canasta, que llena el poro 
nuclear a manera de tapón, se proyecta hacia 
fuera, tanto al citoplasma como al nucleo- 
plasma. (12.1) 

Complejo de histocompatibilidad mayor 
(MHC). Una región del genoma que 
codifica proteínas MHC. Los genes que 
codifican estas proteínas tienden a ser 
muy polimórficos, están representados por 
muchos alelos distintos. Estas diferencias 
genéticas entre los seres humanos explican 
la tendencia de una persona a rechazar un 
trasplante de otra persona que no sea un 
gemelo idéntico. (17.4) 

Complejo de preinicio. El ensamble de 
factores de transcripción general y RNA 
polimerasa, necesario para poder iniciar la 
transcripción del gen. (11.4) 

Complementario. Relación entre la secuencia 
de bases en las dos cadenas de la doble 
hélice de DNA. Las restricciones estruc- 
turales a las configuraciones de las bases 
limita la unión a dos pares: adenina-timina 
y guanina-citosina. (10.2) 

Complemento. Un sistema de proteínas plas- 
máticas que actúan como parte del sistema 
inmunitario innato para destruir microor- 
ganismos invasores, ya sea en forma directa 
(al volver porosa su membrana plasmática) 
o indirecta (al volverlos susceptibles a la 
fagocitosis). (17.1) 

Concavidades cubiertas. Dominios especiali- 
zados de la membrana plasmática; las con- 
cavidades cubiertas sirven como puntos de 
recolección para los receptores que se unen 
con sustancias que entran a la célula por 
endocitosis. (8.8) 

Conducción saltatoria. Propagación de un 
impulso nervioso cuando un potencial de 


acción desencadena otro en un segmento 
adyacente de membrana no envuelta (o sea, 
propagación por la generación de poten- 
ciales de acción que saltan de un nodo de 
Ranvier al siguiente. (4.8) 

Conductancia. Movimiento de pequeños iones 
a través de membranas. (4.7) 

Conducto iónico. Estructura transmembranosa 
(p. ej., una proteína integral con un poro 
acuoso) permeable a un ion o iones especí- 
ficos. (4.7) 

Conducto regulado. Un conducto iónico que 
puede cambiar su conformación entre una 
forma abierta al paso de su soluto y una 
cerrada al paso del mismo; estos conductos 
pueden estar activados por voltaje, por com- 
puestos químicos o por factores mecánicos, 
según la naturaleza del proceso que desen- 
cadena el cambio en la conformación. (4.7) 

Conexón. Complejo con múltiples subunidades 
de una unión comunicante, formado por la 
aglomeración dentro de la membrana plas- 
mática de una proteína integral de la mem- 
brana llamada conexina. Cada conexón está 
formado por seis subunidades de conexina 
alrededor de una abertura central (o anillo) 
de unos 1.5 nm de diámetro. (7.5) 

Conformación. La disposición tridimensional 
de los átomos dentro de una molécula, a 
menudo importante para comprender la 
actividad biológica de las proteínas y otras 
moléculas en una célula viva. (2.5) 

Conformacional, cambio. Un movimiento 
predecible dentro de una molécula que se 
relaciona con la actividad biológica. (2.5) 

Congresión. El movimiento de los cromoso- 
mas duplicados hacia la placa de metafase 
durante la prometafase de la mitosis. (14.2) 

Cono de crecimiento. La punta distal de 
una neurona en crecimiento que contiene 
la actividad locomotora necesaria para la 
extensión del axón. (9.7) 

Constante de equilibrio de una reacción. La 
proporción entre las concentraciones de 
los productos y las concentraciones de los 
reactivos cuando una reacción está en equi- 
librio. (3.1) 

Constitutivo. Que ocurre en forma continua, 
no regulada. Puede relacionarse con un pro- 
ceso normal, como la secreción constitutiva, 
o ser resultado de una mutación que altera 
la regulación, lo cual produce actividad 
continua, como la activación constitutiva de 
una vía de señalización. 

Contraste. La diferencia en la apariencia entre 
partes adyacentes de un objeto o entre un 
objeto y el fondo. (18.1) 

Control a nivel de la traducción. Determina- 
ción de si un mRNA particular en realidad 
se traduce y de ser así, con qué frecuencia y 
durante cuánto tiempo. (12.6) 

Control a nivel de la transcripción. Determina- 
ción de que un gen particular pueda transcri- 
birse y de ser así, con qué frecuencia. (12.4) 


Control al nivel de procesamiento. Regulación 
de la vía por la cual el transcrito primario de 
RNA se procesa hasta un RNA mensajero 
que puede traducirse en un polipéptido. 
(12.4) 

Control de calidad. Células que contienen 
varios mecanismos que aseguran que las 
proteínas y ácidos nucleicos que sintetizan 
tengan la estructura apropiada. Por ejemplo, 
las proteínas mal plegadas se trasladan fuera 
del retículo endoplásmico y se destruyen en 
proteasomas en el citosol; los mRNA que 
tienen codones de terminación prematura 
se reconocen y destruyen, y el DNA que 
contiene anomalías (lesiones) se reconoce y 
repara. (p. ej., 8.3) 

Corte. Sección muy delgada de tejido. (18.1) 

Corte y empalme alternativo. Mecanismo di- 
fundido mediante el cual un solo gen puede 
codificar dos o más proteínas relacionadas. 
(12.5) 

Corte y empalme, sitios. Los extremos 5' y 3' 
de cada intrón. (11.4) 

Cortes en serie. Una serie de cortes sucesivos 
obtenidos de un bloque de tejido. (18.1) 

Cotransporte. Proceso que acopla el movi- 
miento de dos solutos a través de la mem- 
brana, denominado transporte paralelo 
(simporte) si los dos solutos se desplazan en 
la misma dirección, y transporte antiparalelo 
(antiporte) si se mueven en sentidos opues- 
tos. (4.7) 

Crestas. Los múltiples pliegues profundos que 
son característicos de la membrana mito- 
condrial interna y contienen la maquinaria 
molecular para la fosforilación oxidativa. 
(5.1) 

Cristalografía por rayos X (difracción de rayos 
X). Una técnica que bombardea cristales 
proteínicos con un haz fino de rayos X de 
una sola longitud de onda (monocromáti- 
co). La radiación difractada por los electro- 
nes de los átomos de la proteína golpea una 
placa fotográfica o sensor. El patrón de 
difracción producido por el cristal depende 
de la estructura de la proteína. (2.5, 18.8) 

Cromátide. Miembros cilíndricos pares de los 
cromosomas mitóticos que en conjunto 
representan los cromosomas duplicados 
formados durante la replicación en la inter- 
fase previa. (14.2) 

Cromatina. Material nucleoproteínico com- 
plejo que constituye los cromosomas de las 
células eucariotas. (1.3) 

Cromatina, complejos remodeladores. 
Complejos proteínicos multiunitarios que 
utilizan la energía liberada por la hidrólisis 
del ATP para modificar la estructura de la 
cromatina y permitir la unión de los factores 
de transcripción con sitios reguladores en el 
DNA. (12.4) 

Cromatografía. Término usado para una gran 
variedad de técnicas en las que una mezcla 
de componentes disueltos se fracciona con- 


forme se desplaza por algún tipo de matriz 
inmóvil. (18.7) 

Cromatografía de intercambio iónico. Una 
técnica para purificación de proteínas en la 
que se usa la carga iónica para separar dis- 
tintas proteínas. (18.7) 

Cromatografía de líquidos de alto desempeño. 
Un tipo de cromatografía de alta resolución 
en el que se usan columnas largas y estre- 
chas, la fase móvil se empuja a alta presión 
por una matriz muy compacta. (18.7) 

Cromatografía por afinidad. Técnica de purifi- 
cación proteínica que utiliza las propiedades 
estructurales únicas de una proteína que 
permiten que la molécula se retire espe- 
cíficamente de la solución, mientras otras 
moléculas permanecen en ella. La solución 
se pasa por una columna en la que una 
molécula de interacción específica (como un 
sustrato, ligando o antígeno) se inmoviliza 
por el vínculo con un material inerte (la 
matriz). (18.7) 

Cromosoma. Cadenas semejantes a hebras 
formadas por el DNA nuclear de las células 
eucariotas, son los portadores de la informa- 
ción genética. (10.1) 

Cromosoma bacteriano artificial. Vector de 
clonación capaz de aceptar fragmentos 
grandes de DNA ajeno que puede clonarse 
en las bacterias. Consiste en un plásmido 
F con un origen de replicación y los genes 
necesarios para regular la replicación. Estos 
cromosomas tuvieron un papel clave en la 
secuenciación del genoma. (18.16) 

Cromosomas homólogos. Cromosomas empa- 
rejados de células diploides, cada una porta- 
dora de dos copias del material genético que 
tiene ese cromosoma. (10.1) 

Cromosomas politenos. Cromosomas gigantes 
de insectos que contienen cadenas de DNA 
en alineación perfecta, hasta con 1024 veces 
el número de cadenas de DNA de los cro- 
mosomas normales. (10.-1) 

Cromosómica, condensación. Proceso en el 
cual una célula convierte sus cromosomas 
en estructuras más cortas y gruesas capaces 
de separarse durante la mitosis o la meiosis. 
(14.2) 

Cruzamiento (recombinación genética). 
Reordenamiento de los genes en los cromo- 
somas (lo que rompe grupos de enlace) que 
ocurre durante la meiosis como resultado de 
la rotura y reunión de segmentos de cromo- 
somas homólogos. (10.1) 

Cuerpo basal. Estructura que reside en la 
base del cilio o flagelo y que genera sus 
microtúbulos externos. Los cuerpos basales 
tienen estructura idéntica a la de los cen- 
triolos. Unos pueden dar origen a los otros. 
(9.3) 

Cultivo celular. Técnica usada para reproducir 
células fuera del organismo. (18.5) 

Cultivo primario. Cultivo de células obtenidas 
directamente del organismo. (18.5) 


GLOSARIO G-5 


Cultivo secundario. Transferencia de células 
cultivadas antes a un medio de cultivo. 


(18.5) 


Dalton. Una medida de masa molecular; un 
Dalton equivale a una unidad de masa ató- 
mica (la masa de un átomo *H). (1.4) 

Deleción 1. Pérdida de un segmento de DNA 
causada por la mala alineación de cromoso- 
mas homólogos durante la meiosis. (10.4) 

Deleción 2. Una anomalía cromosómica que 
ocurre cuando falta una parte de un cromo- 
soma. (PH12). 

Dendritas. Extensiones finas de los cuerpos 
celulares de la mayor parte de las neuronas; 
la dendritas reciben información entrante 
de fuentes externas, casi siempre de otras 
neuronas. (4.8) 

Deshidrogenasa. Una enzima que cataliza una 
reacción de oxidorreducción mediante la 
eliminación de un átomo de hidrógeno de 
un reactivo. (3.3) 

Desmosoma (mácula adherente). Unión adhe- 
siva circular que contiene caderinas, existe 
en diversos tejidos, pero es más notable en 
los epitelios, donde se localizan en situación 
basal a la unión adherente. Las placas cito- 
plásmicas densas de la superficie interna de 
las membranas plasmáticas en esta región 
sirven como sitios de fijación para asas de 
filamentos intermedios que se extienden al 
citoplasma. (7.3) 

Desnaturalización 1. El despliegue o desor- 
ganización de una proteína a partir de su 
estado original o completamente plegado. 
(2.5) 

Desnaturalización 2. Separación de la doble 
hélice de DNA en sus dos cadenas compo- 
nentes. (10.4) 

Desoxirribonucleico, ácido (DNA). Ácido 
nucleico de cadena doble compuesto por 
dos cadenas poliméricas de nucleótidos 
que contienen desoxirribosa. El material 
genético de todos los organismos celulares. 
(2.5) El DNA puede duplicarse, como en 
la replicación del DNA (13) y producirse 
en grandes cantidades de un segmento 
específico, como en la clonación del DNA. 
(18.12) 

Despolarización. Descenso en la diferencia de 
potencial eléctrico a través de la membrana. 
(4.8) 

Deterioro mediado por codones sin sentido. 
Un mecanismo de vigilancia del mRNA que 
detecta los mRNA con codones de termina- 
ción prematura (sin sentido) y conduce a su 
destrucción. (11.8) 

Diferenciación. Proceso por el cual las células 
no especializadas se vuelven más complejas 
y especializadas en estructura y función. 
(1.3) 

Difusión. El proceso espontáneo en el que una 
sustancia se desplaza de un área de mayor 
concentración a una de menor concentra- 
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ción, y al final alcanza la misma concentra- 
ción en todas las áreas. (4.7) 

Difusión facilitada. Proceso por el cual se au- 
menta la velocidad de difusión mediante la 
interacción con una proteína de membrana 
específica para la sustancia. (4.7) 

Dineína. Una proteína motora de múltiples 
subunidades excepcionalmente grande que 
transporta cargamentos, se desplaza alo 
largo de los microtúbulos hacia su extre- 
mo negativo. Esta familia de proteínas se 
encuentra como dineínas citoplásmicas y 
dineínas ciliares o axonémicas. (9.3) 

Dineína ciliar o axonémica. Una proteína 
enorme (de hasta 2 millones de Da) encar- 
gada de la conversión de la energía química 
del ATP en la energía mecánica de locomo- 
ción ciliar. (9,3) 

Dineína citoplásmica. Una proteína enorme 
(de hasta un millón de Da) compuesta por 
numerosas cadenas polipeptídicas. La molé- 
cula contiene dos grandes cabezas globula- 
res que actúan como máquinas generadoras 
de fuerza. La evidencia sugiere que la dineí- 
na citoplásmica funciona en el movimiento 
de cromosomas durante la mitosis y tam- 
bién como un motor microtubular dirigido 
al extremo negativo para el movimiento de 
vesículas y organelos membranosos por el 
citoplasma. (9.3) 

Diploide. Que contiene dos miembros de cada 
par de cromosomas homólogos, como se 
ejemplifica en la mayor parte de las células 
somáticas. Las células diploides se producen 
a partir de células originales diploides du- 
rante la mitosis. Contrastan con las haploi- 
des. (10.5, 14.3) 

Discrepancia, reparación. Sistema de repa- 
ración del DNA que elimina las bases mal 
emparejadas que incorpora la DNA polime- 
rasa y escapan a la lectura de corrección la 
enzima exonucleasa. (13.2) 

División celular. Proceso por el cual las células 
se originan de otras células vivas. (14) 

DNA girasa. Un tipo de topoisomerasa II 
capaz de cambiar el estado de superhélice en 
una molécula de DNA mediante el alivio de 
la tensión que se acumula durante la repli- 
cación. Lo hace al desplazarse por el DNA 
y actuar como un “eslabón giratorio” que 
cambia la superhélice positiva de DNA en 
superhélice negativa de DNA. (13.1) 

DNA ligasa. Enzima encargada de unir frag- 
mentos de DNA en una cadena continua. 
(13.1) 

DNA polimerasas. Enzimas encargadas de 
construir nuevas cadenas de DNA durante 
la replicación o reparación del DNA. (13.1) 

DNA recombinante. Moléculas que contienen 
secuencias de DNA derivadas de más de 
una fuente. (18.13) 

DNA, metilación. Un proceso epigenético en 
el que se agregan grupos metilo a los resi- 
duos de citosina en el DNA mediante me- 


tiltransferasas de DNA. En los vertebrados, 
la metilación del DNA ocurre en ciertos 
residuos de CpG en las regiones promotoras 
de genes y se relaciona con la desactivación 
de la expresión génica. También se relaciona 
más con la profilaxis de la transposición de 
elementos genéticos móviles. (12.4) 

DNAvirus tumorales. Virus capaces de infec- 
tar células de vertebrados y transformarlas 
en células cancerosas. Los virus de DNA 
tienen DNA en la partícula viral madura. 
(16.2) 

Dolicol, fosfato. Molécula hidrófoba formada 
con más de 20 unidades de isopreno que se 
ensamblan en el segmento basal, o central, 
de las cadenas de carbohidratos en las glu- 
coproteínas. (8.3) 

Dominio transmembrana. La porción de 
una proteína de membrana que pasa por la 
bicapa lipídica, a menudo formada por ami- 
noácidos no polares en una conformación 
helicoidal a. (4.4) 

Dominio. Una región en una proteína 
(mRNA) que se pliega y funciona en forma 
casi independiente. (2.5) 

Duplicación génica. La duplicación de una 
pequeña parte de un solo cromosoma, casi 
siempre por un proceso de cruzamiento 


desigual. (10.5) 


Efector. Una sustancia que induce una respues- 
ta celular a una señal. (15.1) 

Electroforesis. Técnicas de fraccionamiento 
que dependen de la capacidad de las mo- 
léculas cargadas para migrar cuando se les 
coloca en un campo eléctrico. (18.7) 

Electroforesis en gel de poliacrilamida. Téc- 
nica de fraccionamiento de proteínas en la 
que éstas son desplazadas por una corriente 
aplicada a través de un gel compuesto por 
una pequeña molécula orgánica (acrilamida) 
con enlaces cruzados para formar un tamiz 
molecular. (18.7) 

Electrogénico. Cualquier proceso que contri- 
buya en forma directa a una separación de 
carga a través de la membrana. (4.7) 

Electrones, potencial de transferencia. La 
afinidad relativa por electrones, de manera 
que un compuesto con baja afinidad tiene 
un alto potencial de transferir uno o más 
electrones en una reacción de oxidorre- 
ducción (y por tanto, actuar como agente 
reductor). (5.3) 

Electrones, transporte, o cadena respiratoria. 
Portadores electrónicos incrustados en la 
membrana que aceptan electrones de alta 
energía y disminuyen el estado energético 
de los electrones poco a poco conforme 
avanzan por la cadena; el resultado neto es 
la captura de energía para usarla en la sínte- 
sis de ATP u otras moléculas almacenadoras 
de energía. (5.3) 

Electroquímico, gradiente. La diferencia 
general en la carga eléctrica y en la concen- 


tración de solutos que determina la capaci- 
dad de un electrólito para difundir entre dos 
compartimientos. (4.7) 

Elementos trasladables. Segmentos de DNA 
que se mueven de un sitio en un cromoso- 
ma a otro sitio completamente diferente, a 
menudo afecta la expresión génica. (10.5) 

Empalmosoma. Un complejo macromolecular 
que contiene diversas proteínas y varias 
partículas de ribonucleoproteína distintiva 
que retira intrones de un transcrito prima- 
rio. (11.4) 

Endergónicas, reacciones. Reacciones que son 
termodinámicamente desfavorables y no 
pueden ocurrir en forma espontánea, tienen 
un valor positivo de AG. (3.1) 

Endocítica, vía. Vía para desplazar los mate- 
riales desde fuera de la célula (y desde la 
superficie de la membrana de la célula) a 
los compartimientos, como los endosomas 
y lisosomas, situados en el interior de la 
célula. (8.1, 8.8) 

Endocitosis. Mecanismo para la captación de 
líquido y solutos en una célula. Puede divi- 
dirse en dos tipos: endocitosis general, que 
es inespecífica, y endocitosis mediada por 
receptor, que requiere la unión de moléculas 
de soluto, como LDL o transferrina. 

Endomembrana, sistema. Grupo de organelos 
citoplásmicos membranosos con relaciones 
funcionales o estructurales, incluye el retí- 
culo endoplásmico, el complejo de Golgi, 
endosomas, lisosomas y vacuolas. (8) 

Endonucleasas de restricción (enzimas de 
restricción). Nucleasas contenidas en las 
bacterias que reconocen secuencias cortas de 
nucleótidos en el DNA doble y dividen la 
columna central en sitios muy específicos en 
ambas cadenas de la doble hélice. (18.13) 

Endosimbionte, teoría. Proposición basada en 
evidencia considerable de que las mitocon- 
drias y los cloroplastos provienen de proca- 
riotas simbiontes que se instalaron dentro 
de una célula hospedadora primitiva. (VE1) 

Endosomas. Organelos de la vía endocítica. 
Los materiales captados por endocitosis se 
transportan a endosomas tempranos, donde 
se clasifican, luego a endosomas tardíos y al 
final a lisosomas. Los endosomas tardíos 
también funcionan como destino de las 
enzimas lisosómicas transportadas desde el 
complejo de Golgi. (8.8) 

Endotérmicas, reacciones. Las que ganan 
calor en condiciones de presión y volumen 
constantes. (3.1) 

Energía. Capacidad para realizar un trabajo, 
existe en dos formas: potencial y cinética. 
(3.1) 

Energía cinética. Energía liberada de una 
sustancia mediante movimientos atómicos o 
moleculares. (3.1) 

Energía de activación. La energía cinética mí- 
nima necesaria para que un reactivo realice 
una reacción química. (3.2) 


Energía libre, cambio (AG). El cambio en la 
cantidad de energía disponible para realizar 
un trabajo durante un proceso. (3.1) 

Energía potencial. Energía almacenada que 
puede usarse para realizar un trabajo. (3.1) 

Enfoque isoeléctrico. Un tipo de electroforesis 
en el que las proteínas se separan con base 
en su punto isoeléctrico. (18.7) 

Enlace covalente. El tipo de enlace químico 
en el que dos átomos comparten pares de 
electrones. (2.1) 

Enlace de hidrógeno. La interacción de atrac- 
ción débil entre un átomo de hidrógeno 
unido por enlace covalente con un átomo 
electronegativo (por tanto, con una carga 
positiva parcial) y un segundo átomo elec- 
tronegativo. (2.2) 

Enlace iónico. Un enlace no covalente que 
ocurre entre iones con carga opuesta, tam- 
bién llamado puente de sal. (2.2) 

Enlace no covalente. Un enlace químico 
relativamente débil basado en fuerzas de 
atracción entre regiones con cargas opuestas 
dentro de una molécula o entre dos molécu- 
las cercanas. (2.2) 

Enlace peptídico. El enlace químico que vincu- 
la los aminoácidos en una proteína; se forma 
cuando el grupo carboxilo de un aminoácido 
reacciona con el grupo amino de un segun- 
do aminoácido. (2.5) 

Entalpía, cambio. El cambio durante un pro- 
ceso en el contenido energético total del 
sistema. (3.1) 

Entropía. Medida del desorden relativo del 
sistema o el universo vinculado con movi- 
mientos aleatorios de la materia; como todo 
movimiento cesa a una temperatura de cero 
absoluto (0 K), la entropía es cero sólo a esa 
temperatura. (3.1) 

Envoltura nuclear, degradación. El desen- 
samble de la envoltura nuclear al final de la 
profase. (14.2) 

Envoltura nuclear. Compleja estructura de 
membrana doble que divide al núcleo euca- 
riota del citoplasma. (12.1) 

Enzimas. Los catalizadores proteínicos de 
importancia vital para las reacciones celu- 
lares. (3.2) 

Enzima-sustrato, complejo. La relación física 
entre una enzima y su(s) sustrato(s), durante 
la cual ocurre la catálisis de la reacción. 

(3.2) 

Epitelial, tejido. Tejido compuesto por células 
muy aglutinadas que recubren los espacios 
dentro del cuerpo. La capa externa de la piel 
(epidermis) es un tipo de tejido epitelial. (7.0) 

Epitopo (o determinante antigénico). Parte 
de un antígeno que se une con el sitio para 
combinación con antígeno de un anticuerpo 
específico. (17.4) 

Esfingolípidos. Una clase de lípidos de mem- 
brana, derivados de la esfingosina, que 
consiste en esfingosina unida con un ácido 
graso por su grupo amino. (4.3) 


Espaciador no transcrito. La región de un 
cúmulo génico que no se transcribe. Los 
espaciadores no transcritos se encuentran 
entre varios tipos de genes repetidos en 
serie, incluidos los de tRNA, rRNA e his- 
tonas. (11.3) 

Especificidad. La propiedad de la interacción 
selectiva entre los componentes de una 
célula que es básica para la vida. (2.5) 

Espectro de acción. Gráfica de la velocidad (o 
eficiencia) relativa de un proceso producido 
por luz de varias longitudes de onda. (6.3) 

Espectrofotómetro. Instrumento usado para 
medir la cantidad de luz de una longitud de 
onda específica que absorbe una solución. Si 
se conocen las características de absorbancia 
de un tipo particular de molécula, la canti- 
dad de luz de la longitud de onda apropiada 
que absorbe una solución de esa molécula 
proporciona una medida sensible de su 
concentración. (18.7) 

Espectrometría de masa. Metodología para 
identificar moléculas (incluidas proteínas). 
Una proteína o una mezcla de proteínas se 
fragmentan, se convierte en iones gaseosos 
y se impulsa por un componente tubular de 
un espectrómetro de masa, lo que hace que 
los iones se separen de acuerdo con su pro- 
porción masa/carga (m/z). La identificación 
de las proteínas se hace por comparación 
con una base de datos computacionales de 
la secuencia de proteínas codificada por un 
genoma particular. (2.5, 18.7) 

Esporocito. Una etapa diploide del ciclo vital 
de las plantas que inicia con la unión de dos 
gametos para formar un cigoto. Durante la 
etapa de esporocito ocurre la meiosis, lo que 
produce esporas que germinan directamente 
hasta un gametofito haploide. (14.3) 

Estado de tierra. El estado no excitado de un 
átomo o molécula. (6.3) 

Estado estable. Condición metabólica en la 
que las concentraciones de reactivos y pro- 
ductos permanecen constantes, aunque es 
posible que las reacciones individuales no 
estén en equilibrio. (3.1) 

Estado excitado. Configuración electrónica de 
una molécula después de la absorción de un 
fotón que energiza a un electrón para que 
cambie de una órbita interna a una externa. 
(6.3) 

Éster, enlace. El enlace químico que se forma 
entre ácidos carboxílicos y alcoholes (o 
grupos funcionales ácidos y alcohólicos) con 
producción de una molécula de agua. (2.4) 

Estereoisómeros. Dos moléculas que son 
imágenes estructurales en espejo una de la 
otra y pueden tener actividad biológica muy 
distinta. (2.5) 

Esteroides. Molécula lipídica basada en un 
esqueleto característico de hidrocarburo de 
cuatro anillos; incluye al colesterol y hor- 
monas como la testosterona y progesterona. 


(2.5) 
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Estomas. Aberturas en la superficie de las hojas 
a través de las cuales se intercambian gas y 
agua entre la planta y el aire. (6.6) 

Estroma. Espacio fuera del tilacoide, pero dentro 
de la membrana interna relativamente imper- 
meable de la envoltura del cloroplasto. (6.1) 

Estructura cuaternaria. La organización tridi- 
mensional de una proteína que consiste en 
más de una cadena polipeptídica, o subuni- 
dad. (2.5) 

Estructura primaria. La secuencia lineal de 
aminoácidos dentro de una cadena polipep- 
tídica. 82.5) 

Estructura secundaria. La disposición tri- 
dimensional de porciones de una cadena 
polipeptídica. (2.5) 

Estructura terciaria. La forma tridimensional 
de una macromolécula completa. (2.5) 

Eucariotas, células. Células (p. ej., vegetales, 
animales, protistas, hongos) caracterizadas 
por una estructura interna basada en orga- 
nelos, como el núcleo, derivadas del griego 
eu-karion, o núcleo verdadero. (1.3) 

Eucromatina. Cromatina que regresa a su esta- 
do disperso durante la interfase. (12.1) 

Excitación-contracción, acoplamiento. Los 
pasos que vinculan la legada del impulso 
nervioso en la membrana plasmática mus- 
cular con el acortamiento de las sarcómeras 
en la profundidad de la fibra muscular. (9.6) 

Exergónicas, reacciones. Reacciones que son 
termodinámicamente favorables, tienen un 
valor AG negativo. (3.1) 

Exocitosis. El proceso de fusión de membrana 
y descarga de contenido durante el cual la 
membrana de un gránulo secretor o vesícula 
entra en contacto con la membrana plasmá- 
tica que la cubre, con la cual se fusiona, lo 
que forma una abertura a través de la cual 
puede liberarse el contenido del gránulo o 
vesícula. (8.5) 

Exón. Las partes de un gen dividido que con- 
tribuyen a un producto de RNA maduro. 
(11.4) 

Exón, reordenamiento. Movimiento de “mó- 
dulos” genéticos entre los genes no relacio- 
nados facilitado por la presencia de intrones; 
los intrones actúan como elementos espacia- 
dores inertes entre los exones. (11.4) 

Exón-complejo de unión. Un complejo de 
proteínas depositadas en el sitio de trans- 
cripción que está 20-24 nucleótidos en 
sentido proximal de la unión exón-exón 
recién formada. Este conglomerado de 
proteínas permanece con el mRNA hasta 
que se traduce. (11.8) 

Exonucleasa. Una enzima digestiva de DNA 
o RNA que se une con el extremo 5' o 3' 
de la cadena del ácido nucleico y retira un 
nucleótido a la vez de ese extremo que se 
reduce. (12.6, 13.1) 

Exotérmicas, reacciones. Las que liberan calor 
en condiciones de presión y volumen cons- 
tantes. (3.1) 
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Factores de transcripción general. Proteínas 
auxiliares necesarias para que la RNA poli- 
merasa inicie la transcripción. Estos factores 
se denominan “generales” porque se necesi- 
tan los mismos para la transcripción de un 
grupo muy diverso de genes por acción de la 
polimerasa. (11.4) 

Fagocitosis. Proceso por el cual las células cap- 
tan materiales en partículas. Los materiales 
son rodeados dentro de un repliegue de la 
membrana plasmática, la cual se despren- 
de al citoplasma para formar una vesícula 
llamada fagosoma. (8.8) 

Familias. Agrupaciones de proteínas que 
provienen de un solo gen ancestral que se 
sometieron a una serie de duplicaciones y 
modificaciones subsiguientes en el transcur- 
so de la evolución. (2.5) 

Fase S. La fase del ciclo celular en la que ocurre 
la replicación. (14.1) 

Fermentación. Una vía metabólica anaeróbica 
en la que el piruvato se convierte en otra 
molécula (a menudo lactato o etanol, según 
el organismo) y se regenera NAD* para 
usarlo en la glucólisis. (3.3) 

Fibra muscular. Una célula de músculo es- 
triado, denominada fibra por su estructura 
muy ordenada, multinucleada, parecida a un 
cable, formada por cientos de miofibrillas 
cilíndricas más delgadas. (9.6) 

Fijador. Una solución química que mata las 
células mediante la penetración rápida de 
la membrana celular e inmoviliza todo su 
material macromolecular, de tal manera 
que la estructura de la célula se mantiene lo 
más parecida posible a cuando estaba viva. 
(18.1) 

Filamentos delgados. Uno de los dos tipos 
distintivos de filamentos que dan a las 
sarcómeras su apariencia característica. Los 
filamentos delgados consisten sobre todo en 
actina y están dispuestos en forma de hexá- 
gono alrededor de cada filamento grueso, 
cada filamento delgado se sitúa entre dos 
filamentos gruesos. (9.6) 

Filamentos gruesos. Uno de dos tipos distin- 
tivos de filamentos que dan a las sarcómeras 
su apariencia característica. Los filamentos 
gruesos consisten sobre todo en miosina y 
están rodeados por un conjunto hexagonal 
de filamentos delgados. (9.6) 

Filamentos intermedios. Fibras citoesqueléti- 
cas fuertes, parecidas a cuerdas, de unos 10 
nm de diámetro que, según el tipo celular, 
pueden estar formadas por diversas subuni- 
dades proteínicas capaces de ensamblarse en 
tipos similares de filamentos. Se cree que los 
filamentos intermedios brindan estabilidad 
mecánica a las células y permiten funciones 
especializadas, específicas de cada tejido. 
(9.4) 

Filtración en gel. Técnica de purificación en 
la que la separación de proteínas (o ácidos 
nucleicos) se basa sobre todo en la masa 


molecular. El material de separación consis- 
te en cuentas porosas diminutas agrupadas 
en una columna por la que la solución de 
proteína pasa lentamente. (18.7) 

Flagelos. Organelos móviles filiformes que se 
proyectan de la superficie de diversas células 
eucariotas. Su estructura es igual a la de 
los cilios, aunque se encuentran en mucho 
menor cantidad. (9.3) 

Flavoproteínas. Un tipo de portador de elec- 
trones en el que un polipéptido está unido 
con uno o dos grupos prostéticos relaciona- 
dos, ya sea FAD o FMN. (5.3) 

Fluidez de membrana. Una propiedad del 
estado físico de la bicapa lipídica de una 
membrana que permite la difusión de lí- 
pidos y proteínas de membrana dentro del 
plano de la membrana. Tiene una relación 
inversa con la viscosidad de la membrana. 
La fluidez de la membrana aumenta confor- 
me se eleva la temperatura y en las bicapas 
con más lípidos no saturados. (4.5) 

Fluorescencia, recuperación después de fo- 
toblanqueamiento. Técnica para estudiar 
el movimiento de los componentes de la 
membrana consistente en tres pasos: 1) 
unión de los componentes celulares con un 
pigmento fluorescente; 2) blanqueamiento 
irreversible (eliminación de fluorescencia 
visible) de una porción de la célula; 3) vigi- 
lancia de la reaparición de la fluorescencia 
(por movimiento aleatorio de los compo- 
nentes pigmentados con fluorescencia desde 
fuera del área blanqueada) en la porción 
blanqueada de la célula. (4.6, 9.2) 

Fluorescencia, transferencia de energía de re- 
sonancia. Técnica que mide los cambios en 
la distancia entre dos partes de una proteína 
(o entre dos proteínas separadas dentro de 
una estructura más grande). Se basa en la 
transferencia de energía de un fuorocromo 
donador a un fluorocromo aceptor, lo que 
cambia la intensidad de la fluorescencia de 
las dos moléculas. (fig. 18.8) 

Fosfatidilinositol, 3-hidroxicinasa [o PI3K]. 
Uno de los efectores mejor estudiados que 
contienen un dominio SH2. Los productos 
de la enzima sirven como mensajeros celu- 
lares que contienen inositol y tienen funcio- 
nes diversas en las células. (15.4) 

Fosfoglicéridos. El nombre que reciben los 
fosfolípidos de la membrana que se constru- 
yen sobre una columna central de glicerol. 
(4.2) 

Fosfoinositidas. Incluye diversos derivados de 
fosfatidilinositol fosforilado (p. ej., PIP, PIP, 
y PIP,) que sirven como segundos mensaje- 
ros en las vías de señalización. (15.3) 

Fosfolipasa C. Enzima que cataliza una re- 
acción que divide PIP, en dos moléculas: 
1,4,5-trifosfato de inositol (1P,) y diacil- 
glicerol (DAG), y ambos tienen funciones 
importantes como segundos mensajeros en 
la señalización celular. (15.3) 


Fosfolípidos. Lípidos que contienen fosfato y 
representan los constituyentes principales de 
la bicapa lipídica de las membranas celu- 
lares. Incluyen tanto a los fosfoglicéridos 
como a la esfingomielina. (4.3) 

Fosforilación al nivel del sustrato. Síntesis 
directa de ATP mediante la transferencia de 
un grupo fosfato de un sustrato al ADP. (3.3) 

Fosforilación oxidativa. Formación de ATP 
impulsada por la energía derivada de elec- 
trones de alta energía eliminados durante la 
oxidación del sustrato en vías como la del 
ciclo del ácido tricarboxílico, con libera- 
ción de energía para la formación de ATP 
mediante el paso de los electrones por una 
cadena de transporte electrónico en la mito- 
condria. (5.3) 

Fotoautótrofo. Un autótrofo que utiliza la 
energía radiante del sol para convertir CO, 
en compuestos inorgánicos. (6) 

Fotofosforilación cíclica. La formación de 
ATP en los cloroplastos que se realiza 
mediante el fotosistema I, independiente del 
fotosistema II. (6.5) 

Fotofosforilación no cíclica. La formación de 
ATP durante el proceso de fotosíntesis li- 
beradora de oxígeno en la que los electrones 
se mueven en una vía lineal desde el H,O a 
NADP”. (6.5) 

Fotólisis. La división del agua durante la foto- 
síntesis. (6.4) 

Fotón. Paquete de energía lumínica. Mientras 
menor sea la longitud de onda, es mayor la 
energía de los fotones. (6.3) 

Fotorrespiración. Una serie de reacciones en 
las que el oxígeno se une con RuBP, y al 
final se libera de la planta el CO, recién 
fijado. (6.6) 

Fotosíntesis. La vía que convierte la energía de 
la luz solar en energía química utilizable por 
los organismos vivos. (3.16) 

Fotosintética, unidad. Un grupo de varios 
cientos de moléculas de clorofila que actúan 
juntas para atrapar fotones y transferir ener- 
gía a la molécula de pigmento en el centro 
de reacción. (6.4) 

Fotosistema I (PSI). Uno de dos complejos de 
pigmento separados en el espacio, necesarios 
para aumentar lo suficiente la energía de 
un par de electrones para retirarlos de una 
molécula de agua y transferirlos a NADP*. 
El fotosistema I eleva electrones que están 
en un nivel energético cercano al punto in- 
termedio hasta un nivel energético superior 
a NADPH. (6.4) 

Fotosistema II (PSII). Uno de dos comple- 
jos de pigmentos separados en el espacio, 
necesarios para aumentar lo suficiente la 
energía de un par de electrones para retirar- 
los de una molécula de agua y transferirlos 
a NADP*. El fotosistema II refuerza a los 
electrones desde un nivel energético inferior 
al del agua, en el fondo de la energía hasta 
casi el punto intermedio. (6.4) 


Fracción altamente repetida. Secuencias de 
DNA casi siempre cortas (unos cuantos 
nucleótidos cuando más) de las que existen 
al menos 10* copias por genoma. Las se- 
cuencias altamente repetidas casi siempre 
representan cerca del 10% del DNA de los 
vertebrados. (10.4) 

Fracción con repeticiones moderadas. Se- 
cuencias de DNA que se repiten desde unas 
cuantas hasta varios cientos de veces en un 
genoma eucariota. La fracción moderada- 
mente repetida del DNA varía desde cerca 
del 20 al 80% del DNA total. Es posible 
que estas secuencias sean idénticas entre sí o 
no idénticas, pero relacionadas. (10.4) 

Fracción no repetida. Las secuencias de DNA 
en el genoma que se presentan sólo en una 
copia por conjunto haploide de cromoso- 
mas. Estas secuencias contienen la mayor 
cantidad de información genética, incluidos 
los códigos de todas las proteínas distintas a 
las histonas. (10.4) 

Fraccionado. Desensamble de una preparación 
en sus ingredientes componentes, de manera 
que puedan examinarse las propiedades de 
las especies individuales de moléculas. (18.7) 

Fraccionamiento celular. Separación en grupo 
de varios organelos celulares por centrifuga- 
ción diferencial. (8.2) 

Fraccionamiento subcelular. Una estrategia 
que permite que distintos organelos (p. ej., 
núcleo, mitocondria, membrana plasmática, 
retículo endoplásmico) con diferentes pro- 
piedades se separen unos de otros. (8.2) 

Fractura congelada, réplica. Técnica en la que 
una muestra de tejido se congela primero y 
luego se golpea con una navaja que fractura 
el bloque de tejido por las líneas de menor 
resistencia, lo que a menudo produce una 
línea de fractura entre las dos hojas de la 
bicapa lipídica; luego se depositan metales 
en las superficies expuestas para crear 
una réplica sombreada que se analiza 
con el microscopio electrónico. (14.4, 

18.2) 

Fragmoplasto. Material denso más o menos 
alineado en el plano ecuatorial de la placa 
de metafase previa en las células vegetales, 
consiste en cúmulos de microtúbulos in- 
tercalados orientados en dirección perpen- 
dicular a la placa de la futura célula, junto 
con vesículas y material denso en electrones 
relacionados. (14.3) 

Fuerza motriz de protones. Un gradiente 
electroquímico que se acumula a través de 
membranas transductoras de energía (mem- 
brana mitocondrial interna, membrana 
tilacoide, membrana plasmática bacteriana) 
después de la translocación de protones 
durante el transporte de electrones. La 
energía del gradiente, que está formada por 
un gradiente tanto de pH como de voltaje y 
se mide en voltios, se usa para la formación 


de ATP. (5.4) 


Fusión celular. Técnica en la que dos tipos 
diferentes de células (de un organismo o 
de especies distintas) se unen para producir 
una célula con una membrana plasmática 
continua. (4.6) 


G. Periodo del ciclo celular que sigue a la 
mitosis y precede al inicio de la síntesis de 
DNA. (14.1) 

G,. Periodo del ciclo celular entre el final de 
la síntesis de DNA y el principio de la fase 
M. (14.1) 

Gametofito. La etapa haploide del ciclo vital 
de las plantas que comienza con las esporas 
que se generan durante la etapa de espo- 
rofito. Durante la etapa de gametofito se 
forman los gametos mediante el proceso de 
mitosis. (14.3) 

Gen. En términos moleculares, una unidad de 
herencia que regula el carácter de un rasgo 
particular. En términos moleculares, un 
segmento del DNA que contiene la infor- 
mación para un solo polipéptido o molécula 
de RNA, incluidas las regiones transcritas, 
pero no codificantes. (10.1) 

Gen regulador. Gen que codifica una proteína 
represora bacteriana. (12.2) 

Genes divididos. Genes con secuencias inter- 
caladas. (11.4) 

Genes estructurales. Genes que codifican 
moléculas de proteína. (12.2) 

Genes supresores tumorales. Genes que co- 
difican proteínas que limitan el crecimiento 
celular y previenen la transformación malig- 
na de las células. (16.3) 

Génica, proteína reguladora. Proteína capaz 
de reconocer una secuencia específica de 
pares de bases en el DNA y de unirse con 
gran afinidad a esa secuencia, lo que altera la 
expresión génica. (12.3) 

Génica, transferencia lateral. Transferencia de 
genes de una especie a otra. (VE1) 

Genoma. El complemento de información 
genética única de cada especie de organis- 
mo. Equivalente al DNA de un conjunto 
haploide de cromosomas de esa especie. 
(10.4) 

Genoterapia. Proceso por el cual un paciente se 
trata mediante la alteración del genotipo de 
las células enfermas. (PH4) 

Germinales, células. Células situadas en va- 
rios tejidos del cuerpo que constituyen una 
población de reserva capaz de dar origen 
a varias células de ese tejido. Las células 
primordiales pueden definirse como células 
indiferenciadas capaces de 1) autorrenovar- 
se, o sea de producir células semejantes a 
ellas mismas, y 2) diferenciarse a dos o más 
tipos celulares maduros. (PH1) 

Glioxisomas. Organelos encontrados en las 
células vegetales que sirven como sitios 
para reacciones enzimáticas, incluida la 
conversión de ácidos grasos almacenados en 


carbohidrato. (5.6) 
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Glucocáliz. Capa estrechamente aplicada a la 
superficie externa de la membrana plasmáti- 
ca. Contiene carbohidratos de membrana se- 
cretados por la célula hacia el espacio externo, 
donde permanece en relación estrecha con la 
superficie celular. (7.1) 

Glucógeno. Polímero de glucosa muy ramifica- 
do que sirve como fuente de energía quími- 
ca accesible en la mayor parte de las células 
animales. (2.5) 

Glucolípidos. Moléculas de lípidos basados 
en esfingosina unidas con carbohidratos, a 
menudo componentes activos de las mem- 
branas plasmáticas. (4.3) 

Glucólisis. La primera vía en el catabolismo 
de la glucosa, no requiere oxígeno y conduce 
a la formación de piruvato. (3.3) 

Glucosaminoglucanos. Un grupo de polisa- 
cáridos muy ácidos, con estructura —A— 
B—A—B—, donde A y B representan dos 
azúcares distintos. (2.5) 

Glucosídico, enlace. Enlace químico que se 
forma entre moléculas de azúcar. (2.5) 

Glucosilación. Las reacciones por las cuales 
se agregan grupos de azúcar a proteínas y 
lípidos. (4.3, 8.3, 8.4) 

Glucosiltransferasas. Una gran familia de en- 
zimas que transfiere azúcares específicos de 
un donador específico (un azúcar de nucleó- 
tido) a un receptor específico (casi siempre 
el extremo en crecimiento de una cadena de 
oligosacárido). (8.3) 

Golgi, complejo (aparato). Red de membranas 
lisas organizadas en una morfología carac- 
terística, consistente en cisternas aplanadas, 
parecidas a discos, con bordes dilatados 
y relacionadas con vesículas y túbulos. El 
complejo de Golgi funciona sobre todo 
como una planta procesadora en la que las 
proteínas recién sintetizadas en el retículo 
endoplásmico se modifican de manera 
específica. (8.4) 

Golgi, red trans. Una red de elementos tubula- 
res interconectados en el extremo trans del 
complejo Golgi que clasifica y dirige a las 
proteínas hacia su destino final en la célula o 
fuera de ella. (8.4) 

Grabado por congelación. Técnica en la que el 
tejido se fractura congelado, luego se expone 
brevemente a una aspiradora para que pueda 
evaporarse una capa delgada de hielo sobre 
y debajo de las superficies fracturadas, lo 
que expone las características para la iden- 
tificación por microscopia electrónica. (18.2) 

Grana. Disposición apilada ordenada de 
tilacoides. (6.1) 

Gránulo secretorio. Estructura grande, limita- 
da por membrana y compacta que contiene 
materiales secretorios muy concentrados 
que se descargan al espacio extracelular (se 
secretan) después de una señal estimulante. 
(8.1, 8.5) 

Grasas. Moléculas consistentes en una columna 
central de glicerol unidas mediante enlaces 
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éster con tres ácidos grasos, también llama- 
das triacilgliceroles. (2.5) 

Grupo cabeza. La región polar hidrosoluble 
de un fosfolípido que consiste en un grupo 
fosfato unido con una de varias moléculas 
pequeñas hidrófilas. (4.3) 

Grupos de enlace. Grupos de genes que re- 
siden en el mismo cromosoma producen 
segregación no independiente de los rasgos 
controlados por estos genes. (10.1) 

Grupos funcionales. Agrupaciones particulares 
de átomos que tienden a actuar como uni- 
dad y a menudo afectan el comportamiento 
químico y físico de las moléculas orgánicas 
más grandes a las que pertenecen. (2.4) 

GTP-asa, proteínas activadoras (GAP). 
Proteínas que se unen con proteínas G, lo 
que activa su actividad GT'P-asa. Como 
resultado, las GAP acortan la duración de 
una respuesta mediada por una proteína G. 


(15.4) 


Haploide. Que contiene sólo un miembro de 
cada par de cromosomas homólogos. Las 
células haploides se producen durante la 
meiosis; los espermatozoides son un ejem- 
plo. Compárese con diploide. (10.4, 14.3) 

Haplotipo. Un bloque del genoma que tiende a 
heredarse intacto de generación en genera- 
ción. Por lo general, los haplotipos se de- 
finen por la presencia de una combinación 
consistente de polimorfismos de nucleótidos 
únicos. (PH10) 

Helicasa. Proteína que destuerce el DNA (o 
RNA) doble en una reacción en la que la 
energía liberada por la hidrólisis del ATP 
se usa para romper los enlaces de hidróge- 
no que mantienen unidas las dos cadenas. 
(13.1) 

Hélice alfa (œ). Una posible estructura se- 
cundaria de los polipéptidos en la que la 
columna central de la cadena adquiere una 
conformación espiral (helicoidal). (2.5) 

Hemicelulosa. Polisacáridos ramificados de la 
célula vegetal cuya estructura básica consiste 
en un azúcar, como la glucosa, y cadenas 
laterales de otros azúcares, como la xilosa. 
(7.6) 

Hemidesmosoma. Estructura adhesiva 
especializada en la superficie basal de las 
células epiteliales que une a las células con la 
membrana basal. El hemidesmosoma con- 
tiene una placa densa en la superficie interna 
de la membrana plasmática, con filamentos 
que contienen queratina y se dirigen hacia el 
citoplasma. (7.2) 

Hemólisis. La permeabilización de las mem- 
branas celulares de los eritrocitos, de manera 
experimental se produce al colocar las cé- 
lulas en solución hipotónica, donde se hin- 
chan antes de estallar y liberar su contenido, 
lo que deja restos de la membrana. (4.6) 

Herencia epigenética. Cambios hereditarios, 
o sea cambios que pueden transmitirse de 


una célula a su progenie, que no implican 
cambios en la secuencia de DNA. Los 
cambios epigenéticos pueden ser resultado 
de la metilación del DNA, modificación 
covalente de las histonas y tal vez otros 
tipos de modificaciones en la cromatina. 
(12.1, 12.4) 

Heterocromatina. Cromatina que permanece 
compacta durante la interfase. (12.1) 

Heterocromatina constitutiva. Cromatina que 
permanece en estado compactado en todas 
las células en todo momento y por tanto, 
representa al DNA que permanece inactivo. 
Consiste sobre todo en secuencias muy 
repetidas. (12.1) 

Heterocromatina facultativa. Cromatina que 
se desactiva específicamente durante ciertas 
fases de la vida de un organismo. (12.1) 

Heterótrofo. Organismo que depende de una 
fuente externa de compuestos orgánicos. 
(6.1) 

Hibridación in situ con fluorescencia. Técnica 
en la que una sonda de DNA (o RNA) 
se marca con pigmentos fluorescentes, se 
hibrida con el DNA de cadena sencilla 
que permanece dentro del cromosoma y se 
localiza mediante un microscopio de fluo- 
rescencia. (10.4) 

Hibridación in situ. Técnica para localizar una 
secuencia particular de DNA o RNA en 
una célula o en una caja de cultivo o electro- 
foresis en gel. (10.3, 18-11) 

Hibridomas. Células híbridas producidas por la 
fusión de un linfocito normal productor de 
anticuerpos y una célula de mieloma malig- 
na. Los hibridomas proliferan y producen 
grandes cantidades de un solo anticuerpo 
(monoclonal) que sintetizaba la célula 
normal antes de la fusión con la célula de 
mieloma. (18.19) 

Hidrocarburos. El grupo más sencillo de molé- 
culas orgánicas, consistente sólo en carbono 
e hidrógeno. (2.4) 

Hidrófilo. La tendencia de las moléculas po- 
lares a interactuar con moléculas de agua 
circundantes, que también son polares; el 
término significa “que ama el agua”. (2.2) 

Hidrófoba, interacción. La tendencia de mo- 
léculas no polares a agregarse para reducir 
su interacción colectiva con las moléculas de 
agua polares vecinas; el término proviene de 
“rechazo al agua”. (2.2) 

Hidrolasas ácidas. Enzimas hidrolíticas con 
actividad óptima en un pH ácido. (8.6) 

Hipertónico(a) (o hiperosmótico). Propiedad 
de un compartimiento a tener una mayor 
concentración de soluto en comparación con 
la de un compartimiento determinado. (4.7) 

Hipervariables, regiones. Las secciones de las 
regiones variables de los anticuerpos que 
varían de manera más significativa entre la 
secuencia de una molécula y la de otra; se 
relaciona con la especificidad del antígeno. 


(17.4) 


Hipotónico(a) (o hipoosmótico). Propiedad 
de un compartimiento de tener una menor 
concentración de soluto en comparación con 
la de un compartimiento determinado. (4.7) 

Histona, acetiltransferasas. Enzimas que 
transfieren grupos acetilo a residuos de 
lisina y arginina en las histonas centrales. 
La acetilación de la histona se relaciona con 
activación de la transcripción. (12.1, 12.4) 

Histona, código. Un concepto de que el estado 
y actividad de una región particular de la 
cromatina dependen de las modificaciones 
covalentes específicas, o de una combinación 
de modificaciones, en las colas de histona 
de los nucleosomas en esa región. Las mo- 
dificaciones se producen por enzimas que 
acetilan, metilan y fosforilan varios residuos 
de aminoácidos en las histonas centrales. 
(12.1) 

Histona, desacetilasas. Enzimas que catalizan 
el retiro de grupos acetilo de las histonas 
centrales. La desacetilación de la histona 
produce represión de la transcripción. (12.4) 

Histonas. Una colección de pequeñas proteí- 
nas básicas, bien definidas de la cromatina. 
(12.1) 

Hoja plisada beta. Una estructura secundaria 
posible de un polipéptido en la que varias 
cadenas f se disponen en paralelo, lo que 
produce la conformación de una hoja. (2.5) 

Homogeneizar. Romper las células por medios 
mecánicos. (8.2) 

Horquillas de replicación. Los puntos en los 
que el par de segmentos replicados de DNA 
se aproximan y se unen a los segmentos no 
replicados. Cada horquilla de replicación 
corresponde a un sitio en el que 1) la doble 
hélice original está separada, y 2) los nu- 
cleótidos se incorporan a las cadenas com- 
plementarias recién formadas. (13.1) 

Huso mitótico. “Máquina” que contiene mi- 
crotúbulos y participa en la organización y 
clasificación de los cromosomas duplicados 
durante la división celular mitótica. (14.2) 

Huso, punto de comprobación. Punto de com- 
probación que opera en la transición entre la 
metafase y la anafase; el punto de compro- 
bación del huso se revela mejor cuando un 
cromosoma no se alinea en forma apropiada 
en la placa de metafase. (14.2) 


Impronta. Expresión diferencial de genes con 
base sólo en que fueran aportados al cigoto 
por el espermatozoide o por el óvulo. (12.4) 

Impulso nervioso. Proceso por el cual un 
potencial de acción se propaga por la mem- 
brana de una neurona mediante el disparo 
secuencial de potenciales de acción en frag- 
mentos adyacentes de la membrana. (4.8) 

In vitro. Fuera del cuerpo. Se dice que las célu- 
las que crecen en cultivo crecen in vitro; los 
estudios en células cultivadas son una herra- 
mienta esencial para los biólogos celulares y 
moleculares. (1.2) 


Inductor. Un compuesto que se une con una 


proteína represora y activa la transcripción 
de un operón bacteriano. (12.2) 


Inestabilidad dinámica. Término que se rela- 


ciona con las propiedades de ensamble/des- 
ensamble del extremo positivo de un micro- 
túbulo. El término describe el hecho de que 
pueden coexistir microtúbulos que crecen y 
se reducen en la misma región de una célula, 
y que un microtúbulo determinado puede 
cambiar en uno y otro sentido de manera 
impredecible, entre las fases de crecimiento 
y acortamiento. (9.3) 


Inflamación. La acumulación localizada de 


líquido y leucocitos como respuesta a la 
lesión o la infección; produce eritema, hin- 


chazón y fiebre. (17.1) 


Inhibidor competitivo. Un inhibidor enzimá- 


tico que compite con moléculas de sustrato 
para tener acceso al sitio activo. (3.2) 


Inhibidor enzimático. Cualquier molécula que 


pueda unirse con una enzima y disminuir su 
actividad, se clasifican como competidores 
y no competidores según la naturaleza de la 
interacción con la enzima. (3.2) 


Inhibidor irreversible. Inhibidor enzimático 


que se une con firmeza, a menudo por enla- 
ce covalente, lo que desactiva a la molécula 
enzimática en forma permanente. (3.2) 


Inhibidor no competitivo. Un inhibidor enzi- 


mático que no se une en el mismo sitio que 
el sustrato, por lo que el nivel de inhibición 
depende sólo de la concentración del inhi- 


bidor. (3.2) 


Iniciación, factores. Proteínas solubles (IF en 


las bacterias y el F en los eucariotas) que ha- 
cen posible el inicio de la traducción. (11.8) 


Inmunidad. Estado en el que el cuerpo no es 


susceptible a la infección por un patógeno 
particular. (17) 


Inmunidad celular. Realizada por los linfocitos 


T, que cuando se activan pueden reconocer 
específicamente y destruir a una célula 


infectada (o ajena). (17.1) 


Inmunidad humoral. Inmunidad mediada por 


anticuerpos en la sangre. (17.1) 


Inmunitarias, respuestas. Respuestas induci- 


das por células del sistema inmunitario al 
contacto con materiales extraños, incluidos 
patógenos invasores. Incluye las respuestas 
innata y adaptativa. Las respuestas inmuni- 
tarias de adaptación pueden dividirse en las 
primarias que siguen a la exposición inicial 
a un antígeno y las respuestas secundarias 
que siguen a una nueva exposición a ese 
antígeno. (17.1) 


Inmunitario, sistema. Sistema fisiológico 


consistente en órganos, tejidos dispersos 

y células independientes que protegen al 
cuerpo de patógenos invasores y materiales 
extraños. (17) 


Inmunofluorescencia directa. Técnica para 


la localización intracelular de un antígeno 
en la que los anticuerpos se conjugan con 


pequeñas moléculas fluorescentes para 
formar derivados que luego se incuban con 
las células o secciones de células. Luego se 
visualizan los sitios de unión con el micros- 
copio de fluorescencia. (18.19) 


Inmunofluorescencia indirecta. Variación de 


la inmunofluorescencia directa en la que las 
células se tratan con anticuerpo no marcado 
y se permite que éste forme un complejo 
con el antígeno correspondiente. La locali- 
zación de la pareja antígeno-anticuerpo se 
revela luego en un segundo paso con una 
preparación de anticuerpos con marca fluo- 
rescente cuyos sitios de combinación están 
dirigidos contra las moléculas de anticuerpo 
usadas en el primer paso. (18.19) 


Inmunoglobulina, superfamilia. Una gran 


variedad de proteínas que contienen domi- 
nios formados por 70 a 110 aminoácidos 
homólogos a los dominios que conforman 
las cadenas polipeptídicas de los anticuerpos 


sanguíneos. (7.3, 17.1) 


Inmunoterapia. Tratamiento de enfermedades, 


incluidos cáncer y trastornos inmunitarios, 
con anticuerpos o células inmunitarias. 


(16.4, PH17) 


Insulina, sustratos receptores. Sustratos 


proteínicos que cuando se fosforilan en 
respuesta la insulina, se unen y activan a 
diversos efectores en dirección 3". (15.4) 


Integrinas. Una superfamilia de proteínas 


integrales de membrana que se unen de 
manera específica con moléculas extracelu- 


lares. (7.2) 


Intensificador. Un sitio regulador en el DNA 


que puede localizarse a distancia considerable, 
en sentido proximal o distal, del promotor al 
que regula. La unión de uno o más factores 
de transcripción con el intensificador puede 
aumentar en forma drástica la velocidad de 
transcripción del gen. (12.4) 


Interfase. La porción del ciclo celular entre los 


periodos de división celular. (14.1) 


Intermediario metabólico. Un compuesto 


producido durante un paso de una vía me- 


tabólica. (2.4) 


Intermembranoso, espacio. El espacio entre 


las membranas mitocondriales interna y 
externa. (5.1) 


Intrones. Las partes de un gen dividido que 


corresponden a las secuencias intermedias. 


(11.4) 


Inversión. Una anomalía cromosómica que 


resulta cuando el cromosoma se rompe en 
dos sitios y el segmento central resultante 
se reincorpora en el cromosoma en orden 


inverso. (PH12) 


Ion. Un átomo o molécula con una carga neta, 


positiva o negativa, porque perdió o ganó 
uno o más electrones durante una reacción 


química. (2.1) 


Isoeléctrico, punto. El pH en el cual las cargas 


negativas de los aminoácidos componentes 
de una proteína igualan las cargas positivas 
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de los aminoácidos componentes, por lo que 
la proteína es neutra. (18.7) 

Isoformas. Diferentes versiones de una proteí- 
na. Las isoformas pueden estar codificadas 
por genes separados, muy relacionados, o 
pueden formarse como variantes del corte 
y empalme por corte y empalme alternativo 
de un solo gen. (2.5) 

Isómeros estructurales. Moléculas que tienen 
la misma fórmula química, pero distintas 
estructuras. (2.4) 

Isotónico. Propiedad de un compartimiento 
que tiene la misma concentración de soluto 
que un compartimiento determinado. (4.7) 


Lamelipodio. El borde de avance de un fibro- 
blasto en movimiento que se extiende fuera 
de la célula como una proyección ancha, 
aplanada, parecida a un velo, que se desliza 
sobre el sustrato. (9.7) 

Lámina nuclear. Una red fina compuesta 
por filamentos intermedios que recubre la 
superficie interna de la envoltura nuclear. 
(12.1) 

Levaduras, cromosomas artificiales (YAC). 
Elementos de clonación que son versiones 
artificiales de un cromosoma de levadura 
normal. Contienen todos los elementos del 
cromosoma de la levadura necesarios para 
replicar la estructura durante la fase S y 
se segregan en las células hijas durante la 
mitosis; además tienen un gen cuyo pro- 
ducto codificado permite a las células que 
contienen los YAC ser elegidas de entre las 
que carecen del elemento, a fin de clonar el 
fragmento de DNA. (18.16) 

Levaduras, sistema de dos híbridos. Una 
técnica usada para buscar interacciones 
entre proteínas. Depende de la expresión de 
un gen reportero, como el de galactosidasa 
B, cuya actividad es fácil de vigilar mediante 
una prueba que detecta un cambio de co- 
lor cuando la enzima está presente en una 
población de células de levadura. (18.7) 

Ligando. Cualquier molécula que puede unirse 
con un receptor porque tiene una estructura 
complementaria. (4.1, 15.1) 

Límite de resolución. La resolución alcanzable 
con un microscopio está limitada por la lon- 
gitud de onda de la iluminación de acuerdo 
con la ecuación D = 0.61 Mn sen a, donde 
D es la distancia mínima que deben estar 
puntos en el espécimen para que sean re- 
sueltos, A es la longitud de onda de la luz y 
n es el índice refractivo del medio. Alfa es 
una medida de la capacidad para condensar 
la luz de la lente y tiene relación directa con 
su apertura. Para un microscopio óptico, el 
límite de resolución es un poco menor a 200 
nm. (18.1) 

Línea celular. Células que se usan a menudo en 
estudios de cultivo celular que se sometieron 
a modificaciones genéticas que les permiten 
crecer en forma indefinida. (18.5) 
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Linfocitos. Leucocitos nucleados que circulan 
entre la sangre y los órganos linfáticos, y 
median la inmunidad adquirida. Incluye 
tanto células B como células T. (17) 

Linfocitos B (células B). Linfocitos que res- 
ponden a un antígeno mediante la prolifera- 
ción y diferenciación en células plasmáticas 
que secretan anticuerpos hacia la sangre. 
Estas células alcanzan su estado diferencia- 
do en la médula ósea. (17.2) 

Linfocitos citolíticos naturales. Un tipo de 
linfocito que realiza un ataque inespecífico 
contra una célula hospedadora infectada, lo 
que conduce a la apoptosis. (17.1) 

Linfocitos T (células T). Linfocitos que 
responden a un antígeno mediante la proli- 
feración y diferenciación en linfocitos cito- 
tóxicos que atacan y destruyen a las células 
infectadas o en células T que son necesa- 
rias para la producción de anticuerpos en las 
células B. Estas células alcanzan su estado 
diferenciado en el timo. (17.2) 

Linfocito T, receptor (TCR). Proteínas pre- 
sentes en la superficie de los linfocitos T 
que median la interacción con antígenos 
específicos unidos con células. Como la 
inmunoglobulina de las células B, estas 
proteínas se forman por un proceso de 
reacomodo del DNA que genera un sitio 
de combinación con un antígeno específico. 
Los TCR consisten en dos subunidades, 
cada una con un dominio variable y uno 
constante. (17.3) 

Lípidos. Moléculas orgánicas no polares, in- 
cluidas grasas, esteroides y fosfolípidos, cuya 
propiedad común de no disolverse en agua 
contribuye mucho a su actividad biológica. 
(2.5) 

Liposoma. Una bicapa lipídica artificial que se 
ensambla por sí sola en una vesícula esférica 
o vesículas cuando está en un ambiente 
acuoso. (4.3) 

Locus (plural, loci). La posición de un gen en 
un cromosoma. (10.1) 

Luminal (de cisterna), espacio. La región de 
contenido fluido del citoplasma encerrado 
por las membranas del retículo endoplásmi- 


co o el complejo de Golgi. (8.3) 


M, fase. La parte del ciclo celular que incluye 
los procesos de mitosis, durante la cual los 
cromosomas duplicados se separan en dos 
núcleos, y la citocinesis, en la que toda la 
célula se divide en dos células hijas. (14.1) 

Macromoléculas. Grandes moléculas muy 
organizadas cruciales para la estructura y 
función de las células; se dividen en polisa- 
cáridos, ciertos lípidos, proteínas y ácidos 
nucleicos. (2.4) 

Mapa de restricción. Un tipo de mapa físico 
del cromosoma basado en la identificación y 
ordenamiento de los conjuntos de fragmen- 
tos generados por enzimas de restricción. 


(10.5) 


Mapa genético. Asignación de marcadores 
genéticos a posiciones relativas de un cro- 
mosoma con base en la frecuencia de cruza- 
miento. (10.5) 

Matriz. Uno de dos compartimientos acuosos 
de una mitocondria; la matriz se localiza en 
el interior del organelo; el segundo compar- 
timiento se llama espacio intermembrana 
y se sitúa entre la membrana mitocondrial 
externa y la interna. (5.1) 

Matriz extracelular. Una red organizada de 
materiales extracelulares que se encuentra 
más allá de la vecindad inmediata de la 
membrana plasmática. Puede tener una 
función integral para determinar la forma y 
actividades de la célula. (7.1) 

Matriz mitocondrial. El compartimiento acuo- 
so en el interior de una mitocondria. (5.1) 

Matriz nuclear. Red de proteína fibrilar inso- 
luble que atraviesa todo el espacio nuclear. 
(12.1) 

Meiosis. Proceso durante el cual el número de 
cromosomas se reduce para que se formen 
células con un miembro de cada par de 
cromosomas homólogos. (14.3) 

Membrana basal (lámina basal). Capa en- 
grosada de unos 50 a 200 nm de la matriz 
extracelular que rodea a las células muscula- 
res y adiposas, y está debajo de la superficie 
basal de los tejidos epiteliales, como la piel, 
mucosa del tubo digestivo y de las vías 
respiratorias, y el recubrimiento interno de 
los vasos sanguíneos. (7.1) 

Membrana plasmática. La membrana que 
sirve como límite entre el interior de una 
célula y el ambiente extracelular. (4.1) 

Membranas mitocondriales. La membrana 
externa sirve como límite con el citoplasma 
y es relativamente permeable, la membrana 
interna aloja la maquinaria respiratoria en 
sus múltiples invaginaciones y es muy im- 
permeable. (5.1) 

Mensajeras extracelulares, moléculas. El 
medio por el cual las células se comunican 
casi siempre entre ellas. Los mensajeros 
extracelulares pueden viajar una distancia 
corta y estimular las células muy próximas 
al origen del mensaje, o pueden viajar por el 
cuerpo, con capacidad para estimular células 
alejadas de la fuente. (15.1) 

Metabólica, vía. Una serie de reacciones 
químicas que resultan en la síntesis de un 
producto final importante para la función 
celular. (2.4) 

Metabolismo. El total de las reacciones quími- 
cas que ocurren en una célula. (1.2) 

Metafase. La etapa de la mitosis durante la 
cual todos los cromosomas se alinearon en 
el ecuador del huso, con una cromátide de 
cada cromosoma conectada con un polo y su 
cromátide hermana conectada con el polo 
opuesto. (14.2) 

Metaloproteinasas de la matriz. Una familia 
de enzimas que contienen cinc y actúa en 


el espacio extracelular para digerir varias 
proteínas extracelulares y proteoglucanos. 
(7.1) 

Metástasis. Diseminación de células cancerosas 
de un tumor primario a sitios distantes en el 
cuerpo, donde pueden surgir tumores secun- 
darios. (16.3) 

Metilguanosina, tapa. Modificación del ex- 
tremo 5' de una molécula precursora de 
mRNA, de manera que la guanosina termi- 
nal “invertida” se metila en la posición 7' en 
su base guanina, mientras que el nucleótido 
en el lado interno del puente trifosfato se 
metila en la posición 2' de la ribosa. Esta 
tapa impide que el extremo 5' del mRNA 
sea digerido por las nucleasas, ayuda al 
transporte del mRNA fuera del núcleo y 
participa en la iniciación de la traducción 
del RNA mensajero. (11.4) 

Michaelis, constante. En la cinética enzimá- 
tica, el valor igual a la concentración de 
sustrato presente cuando la velocidad de la 
reacción es la mitad de la velocidad máxima. 
(3.2) 

Microfibrillas. Paquetes de moléculas de celu- 
losa que confieren rigidez a la pared celular 
y brindan resistencia ante las fuerzas de 
tracción. (7.6) 

Microfilamentos. Estructuras citoesqueléticas 
sólidas de 8 mm de grueso formadas por 
un polímero helicoidal doble de proteína 
actina. Tienen un papel clave en todos los 
tipos de contractilidad y motilidad en las 
células. (9, 9.5) 

Micromatriz génica. Matrices preparadas con 
fragmentos de DNA de distintos genes en 
una localización ordenada conocida en una 
laminilla de vidrio. Luego, esta laminilla se 
incuba con cDNA unido a una marca fluo- 
rescente, cuyo nivel de hibridación propor- 
ciona una medida del nivel de expresión de 
cada gen en la matriz. (12.4, 16.3) 

Micrómetro. Medida de longitud equivalente a 
10% metros. (1.3) 

Micro-RNA (miRNA). RNA pequeños (20- 
23 nucleótidos de largo) que se sintetizan 
a partir de muchos sitios del genoma y 
participan en la inhibición de la traducción 
o el aumento en la degradación de mRNA 
complementarios. (11.5) 

Microscopio. Instrumento que proporciona 
una imagen magnificada de un objeto dimi- 
nuto. (1.1) 

Microscopio de barrido confocal. Un mi- 
croscopio en el que la muestra se ilumina 
mediante un rayo láser finamente enfocado 
que explora con rapidez la muestra a una 
sola profundidad, lo que ilumina sólo un 
plano delgado (o “corte óptico”) en el objeto. 
Por lo general, el microscopio se usa con 
especímenes con tinción fluorescente y la 
luz emitida por el corte óptico iluminado 
se usa para formar una imagen del corte en 
una pantalla de video. (17.1) 


Microscopio de campo brillante. Un micros- 
copio en el que la luz de la fuente de ilumi- 
nación converge en el espécimen por acción 
del condensador de subestación, con lo que 
se forma un cono de luz brillante que puede 
entrar a la lente objetivo. (18.1) 

Microscopio de contraste de fases. Un micros- 
copio que convierte las diferencias del ín- 
dice refractivo en diferencias de intensidad 
(brillantez y oscuridad relativas), que luego 
son visibles al ojo, lo que hace más visibles 
los objetos transparentes. (18.1) 

Microscopio de fuerza atómica. Instrumento 
explorador de alta resolución que adquiere 
cada vez más importancia en la nanotecno- 
logía y biología molecular. Opera mediante 
una delicada sonda que barre la superficie de 
la muestra. (18.3) 

Microscopios electrónicos de transmisión. 
Microscopios que forman imágenes a partir 
de los electrones que se transmiten a 
través de un espécimen. (18.2) 

Microsomas. Colección heterogénea de vesícu- 
las formadas a partir del sistema 
de endomembrana (sobre todo el retículo 
endoplásmico y el complejo de Golgi) 
después de la homogeneización. (8.2) 

Microtúbulos. Estructuras citoesqueléticas 
cilíndricas huecas con 25 nm de diámetro, 
cuya pared está compuesta por la proteína 
tubulina. Los microtúbulos son polímeros 
ensamblados con heterodímeros de tubulina 
aß que se disponen en hileras o protofila- 
mentos. Por su rigidez, los microtúbulos a 
menudo tienen capacidad de sostén. (9, 9.3) 

Microtúbulos, centros organizadores. Varie- 
dad de estructuras especializadas que ejercen 
un papel en la iniciación de la formación de 
microtúbulos. (9.3) 

Microtúbulos, proteínas relacionadas (MAP). 
Proteínas distintas a la tubulina contenida 
en los microtúbulos obtenidos de células. 
Las MAP pueden interconectar los micro- 
túbulos para formar paquetes y pueden verse 
como puentes cruzados que conectan los 
microtúbulos entre sí. Otras MAP aumen- 
tan la estabilidad de los microtúbulos, mo- 
difican su rigidez o influyen en la velocidad 
de su ensamble. (9.3) 

Mielina, vaina. El material rico en lípidos que 
envuelve la mayor parte de las neuronas en 
el cuerpo de un vertebrado. (4.8) 

Miofibrillas. Las hebras delgadas y cilíndricas 
encontradas dentro de las fibras musculares. 
Cada miofibrilla está compuesta por arre- 
glos lineales repetidos de unidades contrác- 
tiles, llamadas sarcómeras, que dan a las 
células musculares esqueléticas su apariencia 
estriada. (9.6) 

Miosina. Una familia grande de proteínas 
motoras que se mueven a lo largo de micro- 
filamentos que contienen actina. La mayor 
parte de las miosinas son motores dirigidos 
hacia el extremo positivo. La miosina con- 


vencional (miosina II) es la proteína que 
media la contractilidad muscular, así como 
ciertos tipos de motilidad no muscular, 
como la citocinesis. Las miosinas no con- 
vencionales (1 y 111-XVIII) tienen muchas 
funciones diversas, incluido el transporte de 
organelos. (9.5) 

Miosinas convencionales (o tipo II). Una 
familia de miosinas, identificada al prin- 
cipio en el tejido muscular, que son los 
principales motores para la contracción 
muscular, pero también se encuentran en 
diversas células no musculares. Las miosi- 
nas tipo II son necesarias para dividir a una 
célula en dos durante la división celular, 
generan tensión en las adhesiones focales y 
el comportamiento giratorio de los conos 
de crecimiento. (9.5) 

Miosinas no convencionales. (Véase Miosina.) 

Mitocondria. El organelo celular en el que 
ocurre la transducción de energía aeróbica, 
oxida a los intermediarios metabólicos como 
el piruvato para producir ATP. (5.1) 

Mitosis. Proceso de división nuclear en el 
que los cromosomas duplicados se separan 
fielmente unos de otros, lo que produce dos 
núcleos, cada uno con una copia completa 
de todos los cromosomas presentes en la 
célula original. (14.2) 

Modelos en animales. Animales de laborato- 
rio que presentan características de alguna 
enfermedad humana particular. (PH2) 

Modelos, organismos. Organismos que se han 
usado mucho en la investigación, por lo que 
se conoce mucho sobre su biología. Estos 
organismos tienen propiedades que los 
hacen excelentes sujetos de investigación. 
Incluyen a la bacteria E. coli, la levadura 5. 
cerevisiae, el nematodo C. elegans, la mosca 
de la fruta D. melanogaster, la planta de 
mostaza 4. thaliana y el ratón M. musculus. 
(1.3) 

Modificaciones posteriores a la traducción. 
Alteraciones en las cadenas laterales de los 
20 aminoácidos básicos después de su incor- 
poración en la cadena polipeptídica. (2.5) 

Monosomía. Un complemento cromosómico 
que carece de un cromosoma; o sea, sólo 
tiene un miembro de los pares de cromoso- 
mas homólogos. (PH14) 

Montaje completo. Un espécimen a observar 
en el microscopio que es un objeto intacto, 
vivo o muerto, y que puede ser un organis- 
mo completo intacto o una pequeña parte 
de un organismo grande. (18.1) 

Mosaico fluido, modelo. Modelo que presenta 
las membranas como estructuras dinámicas 
en las que los lípidos y las proteínas relacio- 
nadas son móviles y capaces de desplazarse 
dentro de la membrana para establecer 
interacciones con otras moléculas de la 
membrana. (4.2) 

Motivo. Una estructura encontrada entre mu- 
chas proteínas distintas, como el barril aß, 
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que consiste en cadenas B conectadas por 
una región helicoidal a. (2.5) 

Multiproteínico, complejo. La interacción de 
más de una proteína completa para formar 
un complejo funcional más grande. (2.5) 

Mutación. Un cambio espontáneo en el gen 
que lo altera en forma permanente, de ma- 
nera que causa un cambio heredable. (10.1) 

Mutaciones por cambio de marco. Mutaciones 
en las que un solo par de bases se agrega o 
elimina del DNA, lo que genera un marco 
de lectura incorrecto desde el punto de la 
mutación hasta el resto de la secuencia de 
codificación. (11.8) 

Mutaciones sensibles a la temperatura. Muta- 
ciones que sólo tienen expresión fenotípica 
cuando las células (o el organismo) se culti- 
van a una temperatura más alta (restrictiva). 
En una temperatura más baja (permisiva), 
la proteína codificada puede mantenerse lo 
bastante bien para realizar su actividad, lo 
que produce un fenotipo relativamente nor- 
mal. Estas mutaciones son muy útiles para 
estudiar las actividades requeridas, como la 
secreción y replicación, ya que las mutacio- 
nes “ordinarias” que afectan a estos procesos 
casi siempre son letales. (13.1) 

Mutaciones sin sentido. Mutaciones que pro- 
ducen codones de paro en los genes, lo que 
causa la terminación prematura de la cadena 
polipeptídica codificada. (11.8) 

Mutagénesis dirigida a un sitio. Una técnica 
de investigación para modificar un gen en 
forma predeterminada a fin de producir una 
proteína con una secuencia de aminoácidos 
con una alteración específica. (18.18) 

Mutante. Un individuo que tiene una caracte- 
rística heredable que lo distingue del tipo 
nativo. (10.1) 


Nanómetro. Medida de longitud equivalente a 
10? metros (1.3) 

Nanotecnología. Un campo de la ingeniería 
que implica el desarrollo de “nanomáquinas” 
diminutas capaces de realizar actividades es- 
pecíficas en un mundo submicroscópico. (9.1) 

Neurofilamentos. Paquetes laxos de filamentos 
intermedios situados dentro del citoplasma 
de las neuronas. Los neurofilamentos tienen 
ejes largos orientados en paralelo al axón de 
la célula nerviosa y están compuestos de tres 
proteínas distintas: NF-L, NF-H y NF-M. 
(9.4) 

Neuromuscular, unión. Punto de contacto del 
extremo de un axón con una fibra muscular, 
la unión neuromuscular es un sitio de trans- 
misión de impulsos nerviosos desde el axón, 
a través de la hendidura sináptica y hasta la 
fibra nerviosa. (4.8, 9.6) 

Neurotransmisor. Una sustancia que se libera 
de una terminación presináptica y se une 
con la célula blanco postsináptica, lo que 
altera el potencial de membrana de la célula 


blanco. (4.8) 
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Nitrógeno, fijación. Proceso por el cual el gas 
nitrógeno se reduce por medios químicos y 
se convierte en un elemento de compuestos 
orgánicos. (1.3) 

No polares, moléculas. Moléculas cuyos enla- 
ces covalentes tienen una distribución casi 
simétrica de la carga porque los átomos 
componentes tienen casi la misma electro- 
negatividad. (2.1) 

Núcleo. El organelo que contiene el material 
genético de una célula eucariota. (1.3) 

Nucleoide. La región mal definida de una 
célula procariota que contiene su material 
genético. (1.3) 

Nucléolos. Estructuras nucleares de forma 
irregular que funcionan como organelos 
productores de ribosomas. (11.3) 

Nucleosomas. Subunidades repetidas de cro- 
matina. Cada nucleosoma contiene una 
partícula central de nucleosoma, consistente 
en 146 pares de bases de DNA en super- 
hélice envuelto casi dos veces alrededor de 
un complejo discoide de ocho moléculas de 
histona. Las partículas centrales del nu- 
cleosoma se conectan entre sí mediante un 
segmento de DNA vinculador. (12.1) 

Nucleótido. El monómero de los ácidos nu- 
cleicos, cada uno consiste en tres partes: un 
azúcar (ribosa o desoxirribosa), un grupo 
fosfato y una base nitrogenada, con el fosfa- 
to unido con el azúcar en el carbono 5' y la 
base en el carbono 1'. (2.5, 10.3) 

Nucleótido de guanina, factores de intercam- 
bio. Proteínas que se unen con una proteína 
G, estimulan el intercambio de un GDP 
con un GTP, lo que activa la proteína G. 
(15.4) 

Nucleótido de guanina, inhibidores de di- 
sociación. Proteínas que se unen con pro- 
teínas G, inhiben la disociación del GDP 
unido, lo que mantiene a la proteína G en 
estado inactivo. (15.4) 

Número de recambio. Número máximo de 
moléculas de sustrato que puede convertirse 
en producto por acción de una molécula de 
enzima por unidad de tiempo. (3.2) 


Objetivo, lente. La lente de un microscopio 
óptico que enfoca los rayos de luz del espé- 
cimen para formar una imagen agrandada 
real del objeto dentro de la columna del 
microscopio. (18.1) 

Okazaki, fragmentos. Pequeños segmentos de 
DNA que se unen con rapidez con piezas 
más largas que se sintetizaron antes a fin de 
formar la cadena trasera. (13.1) 

Oligosacáridos. Pequeñas cadenas compuestas 
por azúcares unidos por enlaces covalentes a 
lípidos y proteínas; distinguen a un tipo de 
célula de otro y ayudan a mediar las inte- 
racciones de una célula con sus alrededores. 
(2.5) 

Oncogenes. Genes que codifican proteínas 
que fomentan la pérdida del control del 


crecimiento y la conversión de la célula a un 
estado maligno. Estos genes tienen la capa- 
cidad de transformar a las células. (16.3) 

Operador. Sitio de unión para represores bac- 
terianos que se sitúa entre el sitio de unión 
para la polimerasa y el primer gen estructu- 
ral. (12.2) 

Operón. Un complejo funcional en un cromo- 
soma bacteriano que comprende un cúmulo 
de genes, incluidos genes estructurales, una 
región promotora, una región operadora y 
un gen regulador. (12.2) 

Operón inducible. Un operón en el que la 
presencia de una sustancia metabólica clave 
induce la transcripción de los genes estruc- 
turales. (12.2) 

Organelos. Las estructuras intracelulares con 
diversidad organizacional y funcional, mem- 
branosas o limitadas por membrana, que 
son la característica definitoria de las células 
eucariotas. (1.3) 

Origen de replicación. El sitio específico en 
el cromosoma bacteriano donde inicia la 
replicación. (13.1) 

Ósmosis. La propiedad del agua de pasar a 
través de una membrana semipermeable 
de una región con menor concentración de 
soluto a una con mayor concentración 
de soluto, con la tendencia de igualar al final 
la concentración del soluto en los dos com- 
partimientos. (4.77) 

Oxidación. El proceso por el cual un átomo 
pierde uno o más electrones que pasan a 
otro átomo, en el cual se considera que el 
átomo que gana electrones se reduce. (3.3) 

Oxidación-reducción (redox), potencial. La 
separación de carga, medida en voltaje, para 
cualquier par de agentes oxidantes-reducto- 
res, como NAD* y NADH, en relación con 
una pareja estándar (p. ej., H* y H). (5.3) 

Oxidación-reducción (redox), reacción. Una 
en la que ocurre un cambio en el estado 
electrónico de los reactivos. (3.3) 

Oxidante, agente. La sustancia en una reacción 
redox que se reduce, lo que hace que la otra 
sustancia se oxide. (3.3) 


P680. El centro de reacción del fotosistema II. 
La “P” significa pigmento y “680” es la lon- 
gitud de onda de la luz que absorbe mejor 
esta molécula. (6.4) 

P700. El centro de reacción del fotosistema I. 
La “P” significa pigmento y “700” es la lon- 
gitud de onda de la luz que absorbe mejor 
esta molécula. (6.4) 

Pared celular. Estructura rígida, no viva, que 
brinda soporte y protección a la célula a la 
que rodea. (7.6) 

Paredes celulares primarias. Las paredes de 
una célula vegetal en crecimiento. Permiten 
la extensibilidad. (7.6) 

Paredes secundarias. Paredes más gruesas que 
se encuentran en las células vegetales más 


maduras. (7.6) 


Partícula de reconocimiento de señal. Una 
partícula consistente en seis polipéptidos 
distintos y una pequeña molécula de RNA, 
llamada RNA 75, que reconoce la secuencia 
de señal conforme emerge del ribosoma. 
Esta partícula se une con la secuencia de 
señal y luego con una membrana del retícu- 
lo endoplásmico. (8.3) 

Partícula única, seguimiento. Una técnica para 
estudiar el movimiento de las proteínas de 
membrana que consiste en dos pasos: 1) 
unión de moléculas de proteína con sustan- 
cias visibles, como partículas de oro coloide, 
y 2) vigilancia de los movimientos de las 
partículas individuales marcadas al micros- 
copio. (4.6) 

Patógeno. Cualquier agente capaz de causar 
infección o enfermedad en una célula u 
organismo. (2.5) 

Pectinas. Una clase heterogénea de polisacá- 
ridos con carga negativa que conforman 
la matriz de la pared celular vegetal. Las 
pectinas conservan el agua y forman un gel 
que llena los espacios entre los elementos 
fibrosos. (7.6) 

Penetrancia. La probabilidad de que una muta- 
ción determinada cause enfermedad. 

Peptidasa de señal. Enzima prostética que 
retira la porción amino terminal, incluido 
el péptido señal de un polipéptido naciente 
sintetizado en el retículo endoplásmico 
rugoso. (8.3) 

Peptidilo (P), sitio. Sitio en el ribosoma del 
cual el tRNA dona aminoácidos a la cadena 
polipeptídica en crecimiento. (11.8) 

Peptidilo, transferasa. La porción de una 
subunidad ribosómica grande encargada de 
catalizar la formación de enlaces peptídicos; 
la actividad peptidilo transferasa reside en 
la molécula grande del RNA ribosómico. 
(11.8) 

Pericentriolar, material. Material amorfo 
electrodenso que rodea a los centriolos en la 
célula animal. (9.3) 

Periodo refractario. El breve lapso de tiempo 
después del final de un potencial de acción 
durante el cual una célula excitable no puede 
estimularse de nuevo hasta el umbral. (4.8) 

Permeabilidad selectiva, barrera. Cualquier 
estructura, como una membrana plasmática, 
que permite el paso libre de algunas sustan- 
cias mientras impide el paso de otras. (4.1) 

Peroxisomas (microcuerpos). Organelos del 
citoplasma, multifuncionales, sencillos, 
unidos con la membrana que realizan un 
conjunto diverso de reacciones metabólicas, 
incluida la oxidación de sustrato que condu- 
ce a la formación del peróxido de hidrógeno. 
Por ejemplo, los peroxisomas son el sitio de 
oxidación de los ácidos grasos de cadena 
muy larga, la oxidación del ácido úrico y la 
síntesis de los plasmalógenos. Los glioxi- 
somas vegetales, que llevan a cabo el ciclo 
glioxilato, son un tipo de peroxisoma. (5.6) 


pH. La medición estándar de la acidez rela- 
tiva, en términos matemáticos equivale a 
—log[H*]. (2.3) 

PH, dominio. Un dominio proteínico que se 
une con los anillos de inositol fosforilados 
de las fosfoinositidas unidas con la mem- 
brana. (15.2) 

Pigmentos. Moléculas que contienen un cro- 
móforo, un grupo químico capaz de absor- 
ber luz de una longitud de onda particular 
en el espectro visible. (6.3) 

Pinza beta (B). Uno de los componentes no 
catalíticos del replisoma que rodea al DNA 
y mantiene a la polimerasa en relación con 
la plantilla de DNA. (13.1) 

Pinza deslizante. Una proteína anular que 
tiene un papel clave en la replicación del 
DNA porque rodea al DNA e imparte 
procesividad a la DNA polimerasa de repli- 
cación. (13.1) 

Pinzado en parche. Una técnica para estudiar 
el movimiento de ¡ones a través de con- 
ductos iónicos que se realiza mediante el 
pinzamiento, o mantenimiento del voltaje, 
en un parche de membrana mediante el 
sellado de un electrodo de micropipeta con 
la superficie para luego medir la corriente en 
esa porción de la membrana. (4.5) 

Pirimidina. Una clase de base nitrogenada que 
se encuentra en los nucleótidos y tiene una 
estructura anular sencilla, incluye la citosina 
y la timina, que se encuentran en el DNA, 
y la citosina y el uracilo, parte del RNA. 
(2.5, 10.3) 

PiwiRNA (piRNA). RNA pequeños (24-32 
bases) codificadas por un pequeño número 
de loci genómicos grandes, actúan para su- 
primir el movimiento de elementos transfe- 
ribles en las células germinales. Los pÍiRNA 
provienen de precursores de cadena sencilla 
y no requieren de la enzima Dicer para su 
procesamiento. (11.5) 

Placa celular. Estructura entre el citoplasma 
de dos células hijas recién formadas que 
da origen a una nueva pared celular en las 
células vegetales. (7.6, 14.3) 

Plantilla. Cadena sencilla de DNA (o RNA) 
que contiene la información (codificada 
como secuencia de nucleótidos) para la 
construcción de una cadena complementa- 
ría. (13.1) 

Plasmáticas, células. Células con diferencia- 
ción terminal que se desarrollan a partir de 
linfocitos B que sintetizan y secretan gran- 
des cantidades de anticuerpos que circulan 
en la sangre. (17.2) 

Plasmodesmas. Conductos citoplásmicos, de 
30 a 60 nm de diámetro, que conectan la 
mayor parte de las células vegetales y se 
extienden entre células adyacentes direc- 
tamente a través de la pared celular. Los 
plasmodesmas están recubiertos con mem- 
brana plasmática y casi siempre contienen 
una estructura central densa, el desmotúbu- 


lo, derivado del retículo endoplásmico de las 
dos células. (7.5) 

Plasmólisis. El encogimiento que ocurre cuan- 
do una célula vegetal se coloca en un medio 
hipertónico; su volumen se reduce conforme 
la membrana plasmática se aleja de la pared 
celular circundante. (4.7) 

Polares, moléculas. Moléculas con una distri- 
bución desigual de carga porque sus átomos 
constituyentes tienen electronegatividades 
muy distintas. (2.1) 

Poli(A), cola. Una cadena de residuos de ade- 
nosina en el extremo 3' de un mRNA que se 
agrega después de la transcripción. (11.4) 

Polimorfismos de nucleótidos únicos. Sitios 
en el genoma en los que con mucha fre- 
cuencia se encuentran bases alternativas 
en la población. Son marcadores genéticos 
excelentes para estudios de mapeo genómi- 
co. (10.6) 

Polimorfismos genéticos. Sitios en el genoma 
que varían con frecuencia relativamente alta 
entre los individuos de la población de una 
especie. (10.6) 

Polipeptídica, cadena. Un polímero continuo, 
largo, no ramificado formado por amino- 
ácidos unidos entre sí por enlaces peptídicos 
covalentes. (2.5) 

Poliploidización (duplicación del genoma 
completo). Fenómeno en el cual los descen- 
dientes tienen el doble de cromosomas en 
cada célula que sus padres diploides. Puede 
ser un paso importante en la evolución de 
una nueva especie. (10.5) 

Polirribosoma (polisoma). El complejo forma- 
do por un mRNA y varios ribosomas para el 
proceso de traducción de ese mRNA. (11.8) 

Polisacárido. Un polímero de unidades de azú- 
car vinculadas por enlaces glucosídicos. (2.5) 

Porinas. Proteínas integrales que se encuentran 
en las membranas externas de bacterias, 
mitocondrias y cloroplastos, actúan como 
conductos grandes relativamente no selec- 
tivos. (5.1) 

Potencial de acción. Cambios colectivos en el 
potencial de membrana, empiezan con la 
despolarización hasta el umbral y terminan 
con el regreso al potencial de reposo, ocurre 
con la estimulación de una célula excitable 
y sirve como la base para la comunicación 
neural. (4.8) 

Potencial de membrana. La diferencia en el 
potencial eléctrico a través de la membrana. 
(4.8) 

Potencial de reposo. La diferencia en el poten- 
cial eléctrico medida para una célula exci- 
table cuando no está sujeta a estimulación 
externa. (4.8) 

Potencial, diferencia. La diferencia en carga 
entre dos compartimientos, a menudo me- 
dida como voltaje a través de la membrana 
que los separa. (4.7) 

Pre-RNA. Una molécula de RNA que no se ha 


procesado hasta su forma madura final (p. 
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ej., pre-mRNA, pre-rRNA o pre-tRNA). 
(11.4) 

Presión de turgencia. Presión hidrostática 
que se acumula en una célula vegetal por 
el estado hipertónico del compartimiento 
intracelular. La presión de turgencia se ejer- 
ce contra la pared celular circundante 
y brinda soporte a los tejidos vegetales. (4.7) 

Primasa. Tipo de RNA polimerasa que ensam- 
bla los cebadores cortos de RNA que inician 
la síntesis de cada fragmento de Okazaki 
de la cadena posterior. (13.1) 

Primera ley, termodinámica. La ley de conser- 
vación de la energía; señala que la energía 
no se crea ni se destruye. (3.1) 

Prion. Un agente infeccioso relacionado con 
ciertas enfermedades neurodegenerativas en 
los mamíferos, compuesto sólo de proteína. 
(PH2). 

Procariotas, células. Células de estructura 
sencilla, incluyen arqueobacterias y bacte- 
rias que no tienen organelos limitados por 
membrana; término derivado de pro-karyon, 
o “antes del núcleo”. (1.3) 

Procesivo. Término aplicado a proteínas (p. ej., 
cinesina o RNA polimerasa) que son capa- 
ces de avanzar distancias considerables en 
su trayecto o plantilla (p. ej., un microtúbulo 
o una molécula de DNA) sin separarse de 
éstos. (9.3, 11.2) 

Profase. La primera etapa de la mitosis durante 
la cual los cromosomas duplicados se pre- 
paran para la segregación y se ensambla la 
maquinaria mitótica. (14.2) 

Prometafase. La fase de la mitosis durante la 
cual se forma el huso mitótico definitivo y 
los cromosomas se desplazan a su posición 
en el centro de la célula. (14.2) 

Promotor. El sitio del DNA en el cual se une 
la molécula RNA polimerasa antes de ini- 
ciar la transcripción. El promotor contiene 
información que determina cuál de las dos 
cadenas de DNA se transcribe y el sitio en 
el que inicia la transcripción. (11.2, 12.2) 

Proplástidos. Precursores no pigmentados de 
los cloroplastos. (6.1) 

Proporción superficie/volumen. La propor- 
ción entre las dimensiones celulares que 
indica la eficiencia con la que una célula 
puede realizar un intercambio sostenible de 
sustancias con su ambiente. (1.3) 

Prostético, grupo. Una porción de una proteína 
que no está formada por aminoácidos, como 
el grupo hem en la hemoglobina y la mio- 
globina. (2.5) 

Proteína. Grupo con diversidad estructural y 
funcional de polímeros formados por monó- 
meros de aminoácidos. (2.5) 

Proteína cinasa. Una enzima que transfiere 
grupos fosfato a otras proteínas, a menudo 
tiene el efecto de regular la actividad de las 
otras proteínas. (3.3) 

Proteína conjugada. Proteína unida en forma 
covalente o no covalente con sustancias dis- 
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tintas a los aminoácidos, como metales, ácidos 
nucleicos, lípidos y carbohidratos. (2.5) 

Proteína fibrosa. Una con estructura terciaria 
muy alargada, parecida a una fibra. (2.5) 

Proteína fijada por lípido. Una proteína rela- 
cionada con la membrana que se sitúa fuera 
de la bicapa, pero tiene enlace covalente con 
una molécula de lípido dentro de la bicapa. 
(4.4) 

Proteína fluorescente verde. Una proteína 
fluorescente codificada por la medusa 
Aequoria victoria que se usa mucho para 
seguir fenómenos en las células vivas. En 
la mayor parte de los casos, el gen que 
codifica la proteína se fusiona con el gen 
de interés y el DNA que contiene la pro- 
teína de fusión se introduce en las células a 
estudiar. (8.2) 

Proteína G. Véase proteína de unión con GTP. 

Proteína G heterotrimérica. Un componente 
de ciertos sistemas de transducción de 
señales, denominado proteínas G porque 
se unen con nucleótidos de guanina (ya sea 
GDP o GTP), y se describe como heterotri- 
mérica porque todas consisten en tres subu- 
nidades de polipéptidos distintos. (15.3) 

Proteína G, receptores acoplados (GPCR). 
Grupo de receptores relacionados que cruza 
la membrana plasmática siete veces. La 
unión del ligando con su receptor específico 
produce un cambio en la conformación del 
receptor que aumenta su afinidad por una 
proteína G heterotrimérica, lo que inicia 
una respuesta en la célula. (15.3) 

Proteína globular. Una con estructura terciaria 
compacta, parecida a un globo. (2.5) 

Proteína integral. Una proteína relacionada 
con la membrana que penetra o abarca toda 
la bicapa lipídica. (4.4) 

Proteína naciente. Una proteína en el proceso 
de su síntesis; o sea, que aún no está com- 
pleta. (11.8) 

Proteína no plegada, respuesta. Una respuesta 
integral que ocurre en las células cuyas 
cisternas del retículo endoplásmico contie- 
nen una concentración excesivamente alta 
de proteínas no plegadas o mal plegadas. 
Los sensores que detectan esta situación 
activan una vía que conduce a la síntesis de 
proteínas (p. ej., chaperonas moleculares) 
que pueden reducir la tensión en el retículo 
endoplásmico. (8.3) 

Proteína periférica. Una proteína relacionada 
con la membrana que se localiza por comple- 
to fuera de la bicapa lipídica e interactúa con 
ésta mediante enlaces no covalentes. (4.4) 

Proteína tirosina cinasas. Enzimas que fosfo- 
rilan residuos de tirosina específicos de otras 
proteínas. (15.4) 

Proteínas ancladas por GPI. Proteínas pe- 
riféricas de membrana que se fijan a la 
membrana mediante su enlace con una 
molécula de glucosilfosfatidilinositol de la 


bicapa. (4.4) 


Proteínas con hierro-azufre. Grupo de porta- 
dores electrónicos proteínicos con un centro 
inorgánico de hierro-azufre. (5.3) 

Proteínas de unión con DNA de cadena sen- 
cilla (monocatenaria). Proteínas que faci- 
litan la separación de las cadenas de DNA 
mediante su unión con cadenas sencillas de 
DNA desnudas, lo que las mantiene en su 
estado extendido e impide que se enlacen de 
nuevo. (13.1) 

Proteínas de unión con GTP (proteínas G). 
Con funciones reguladoras clave en muchos 
procesos celulares, las proteínas G existen 
al menos en dos conformaciones alternati- 
vas, una forma activa que tiene una 
molécula de GTP unida y una forma 
inactiva que contiene unida una molécula 
de GRP. (8.3) 

Proteínas MHC. Proteínas codificadas por la 
región MHC del genoma que se unen con 
antígenos procesados (péptidos antigénicos) 
y los presentan en la superficie de la célula. 
Se dividen en dos clases principales, las 
moléculas MHC clase 1 producidas por 
todas las células del cuerpo, y las moléculas 
MHC clase II, producidas por células pre- 
sentadoras de antígeno “profesionales”, como 
los macrófagos y células dendríticas. (17.4) 

Proteínas motoras. Proteínas que utilizan la 
energía de la hidrólisis del ATP para gene- 
rar fuerzas mecánicas que impulsan 
a la proteína, así como la carga vinculada, a 
lo largo de alguno de los componentes del 
citoesqueleto. Se conocen tres familias de 
proteínas motoras: las cinesinas y las dineí- 
nas, que se mueven por los microtúbulos y 
las miosinas, que se mueven por los microfi- 
lamentos. (9.3) 

Proteínas de transferencia de fosfolípidos. 
Proteínas cuya función es transportar 
fosfolípidos específicos a través del citosol 
acuoso, de un tipo de compartimiento de 
membrana a otro. (8.3) 

Proteoglucano. Un complejo de proteína y 
polisacárido consistente en una molécula de 
proteína central a la cual se unen cadenas 
de glucosaminoglucanos. Debido a la natu- 
raleza ácida de los glucosaminoglucanos, los 
proteoglucanos son capaces de unirse con 
una enorme cantidad de cationes, que a su 
vez atraen grandes cantidades de moléculas 
de agua. Como resultado, los proteogluca- 
nos forman un gel poroso hidratado que 
actúa como material de “empaque” para 
resistir la compresión. (7.1) 

Proteoma. Todo el inventario de proteínas 
en un organismo particular, tipo celular u 
organelo. (2.5) 

Proteómica. Campo creciente de la bioquími- 
ca de proteínas que realiza estudios a gran 
escala en diversas mezclas de proteínas. 
(2.5) 

Proteosoma. Complejo multiproteínico con 
forma de barril en el que se degradan las 


proteínas citoplásmicas. Las proteínas elegi- 
das para la destrucción se unen con molécu- 
las de ubicuitina y se introducen a la cámara 
central del proteosoma. (12.7) 

Protofilamentos. Hileras dispuestas en forma 
longitudinal de subunidades globulares de 
un microtúbulo que se alinean paralelos al 
eje longitudinal del túbulo. (9.3) 

Protooncogenes. Una variedad de genes que 
tienen la capacidad de cambiar las propias 
actividades de la célula y conducirla hacia 
el estado maligno. Los protooncogenes 
codifican proteínas con funciones diversas 
en las actividades normales de la célula. 

Los protooncogenes pueden convertirse en 
oncogenes. (16.3) 

Protoplasto. Una célula vegetal desnuda cuya 
pared celular se digirió por la enzima celu- 
lasa. (18.5) 

Provirus. El término para el DNA viral cuando 
se integró al DNA de los cromosomas de la 
célula hospedadora. (1.4) 

Puente de disulfuro. Se forma entre dos 
cisteínas distantes una de la otra en la 
columna central del polipéptido o en dos 
polipéptidos separados. Ayudan a estabili- 
zar las intrincadas formas de las proteínas. 
(2.5) 

Punto de comprobación. Mecanismo que 
detiene el progreso del ciclo celular 1) si 
alguna parte del DNA cromosómico está 
dañado, o 2) si no se completan ciertos pro- 
cesos críticos, como la replicación del DNA 
o la alineación de los cromosomas durante 
la mitosis. (14.1) 

Purina. Una clase de base nitrogenada en- 
contrada en los nucleótidos que tiene una 
estructura anular doble, incluye la adenina 
y la guanina, que se encuentran tanto en el 


DNA como en el RNA. (2.5, 10.3) 


Quiasmas. Puntos específicos de unión entre 
cromosomas homólogos; se observan cuan- 
do cromosomas homólogos se separan al 
principio de la etapa diplotena de la profase 
1 meiótica. Los quiasmas se localizan en los 
sitios de los cromosomas en los que antes 
hubo un intercambio genético durante el 
cruzamiento. (14.3) 

Quimioautótrofo. Un autótrofo que utiliza la 
energía almacenada en moléculas inorgáni- 
cas (como amoniaco, sulfuro de hidrógeno o 
nitritos) para convertir el CO, en compues- 
tos orgánicos. (6) 

Quimiosmótico, mecanismo. Mecanismo para 
la síntesis de ATP en el que el movimiento 
de los electrones por la cadena transpor- 
tadora de electrones conduce al estableci- 
miento de un gradiente de protones a través 
de la membrana bacteriana, tilacoide o mi- 
tocondrial interna, donde el gradiente actúa 
como intermediario de alta energía, vincula 
la oxidación de sustratos con la fosforilación 


del ADP.(VE5) 


Rabs. Una familia de proteínas G monoméri- 
cas participantes en el tráfico de vesículas. 
(8.5) 

Radical libre. Átomo o molécula muy reactivos 
que contienen un electrón impar. (PH2). 

Ran. Una proteína de unión con GTP que 
existe en forma activa unida con GTP y en 
forma inactiva, unida con GDP. Ran regula 
el transporte nucleocitoplásmico. (12.1) 

Ras-MAP cinasa, cascada. Serie de reacciones 
que se activa como respuesta a una gran 
variedad de señales extracelulares y tiene un 
papel clave en la regulación de actividades 
vitales, como la proliferación y diferencia- 
ción celulares. (15.4) 

Ratones con bloqueo génico. Ratones nacidos 
como resultado de una serie de procedi- 
mientos experimentales que carecen de un 
gen funcional que normalmente tendrían. 
(18.18) 

rDNA. Las secuencias de DNA que codifican 
rRNA que normalmente se repiten cientos 
de veces y casi siempre se aglomeran en una 
o unas cuantas regiones del genoma. (11.3) 

Reacción en cadena de la polimerasa. Una 
técnica en la que una sola región del DNA, 
que puede estar presente en cantidades di- 
minutas, puede amplificarse en forma barata 
y rápida. (18.14) 

Reacciones dependientes de luz. Primera de 
dos series de reacciones que conforman la 
fotosíntesis. En estas reacciones, la energía 
de la luz solar es absorbida y convertida en 
energía química que se almacena en ATP y 
NADPH. (6.2) 

Reacciones espontáneas. Reacciones con 
características termodinámicas favorables 
capaces de ocurrir sin aporte de energía 
externa. (3.1) 

Reacciones independientes de la luz (reac- 
ciones oscuras). Segunda de dos series de 
reacciones que conforman la fotosíntesis. En 
estas reacciones se sintetizan carbohidratos 
a partir de dióxido de carbono con la ener- 
gía almacenada en las moléculas de ATP y 
NADPH formadas en las reacciones depen- 
dientes de la luz. (6.2) 

Recambio. La destrucción regulada de materia- 
les celulares y su reposición. (8.7) 

Receptor. Cualquier sustancia que pueda unirse 
con una molécula específica (ligando), lo 
que a menudo conduce a la captación o 
transducción de una señal. (4.1, 15.1) 

Receptores tipo tol! (TLR). Un tipo de 
receptor para patógenos en el sistema 
inmunitario innato. Los humanos expresan 
al menos 10 TLR, todos los cuales son 
proteínas transmembrana presentes en 
las superficies de muchos tipos celulares 
diferentes. (17.1) 

Receptores, proteína-tirosina cinasas. Recep- 
tores en la superficie celular que después 
de unirse con el ligando, pueden fosforilar 
residuos de tirosina que están sobre ellos 


mismos y/ o en sustratos citoplásmicos. 
Participan sobre todo en el control del creci- 
miento y diferenciación celulares. (15.4) 

Recombinación genética (cruzamiento). Re- 
ordenamiento de los genes en los cromoso- 
mas (lo que separa los grupos de enlace) que 
resulta de la rotura y reunión de segmentos 
de cromosomas homólogos. (10.1) 

Red de Golgi cis. La cara más cis del organelo 
que está formada por una red interconecta- 
da de túbulos situados en la cara de entrada 
más próxima al retículo endoplásmico. Se 
cree que esta red funciona sobre todo como 
una estación de clasificación que distin- 
gue entre proteínas que deben enviarse de 
regreso al retículo endoplásmico y las que 
pueden proseguir hasta la siguiente estación 
de Golgi. (8.4) 

Reducción. Proceso por el cual un átomo gana 
uno o más electrones a partir de otro átomo; 
se considera que el átomo que pierde los 
electrones se oxida. (3.3) 

Reductor, agente. La sustancia en una reacción 
de redox que se oxida, lo que hace que la 
otra sustancia se reduzca. (3.3) 

Reductor, poder. La capacidad en una célula 
para reducir intermediarios metabólicos a 
productos, casi siempre se mide por el tama- 
ño de la reserva de NADPH. (3.3) 

Regiones constantes. Las porciones de las ca- 
denas polipeptídicas ligeras y pesadas de los 
anticuerpos que tienen la misma secuencia 
de aminoácidos. (17.4) 

Regiones no traducidas. Segmentos no codifi- 
cantes contenidos en los extremos 5' y 3' de 
los mRNA. (12.6) 

Regiones variables. Las porciones de las cade- 
nas polipeptídicas ligeras y pesadas de los 
anticuerpos que difieren en la secuencia de 
aminoácidos de un anticuerpo específico a 
otro. (17.4) 

Renaturalización. Reasociación de cadenas 
sencillas complementarias de una hélice 
doble de DNA que se habían desnaturaliza- 
do antes. (10.3) 

Reparación de escisión de nucleótido. Un 
mecanismo de corte y empalme para elimi- 
nar del DNA diversas lesiones voluminosas, 
como dímeros de pirimidina, causadas por 
la radiación ultravioleta. (13.2) 

Repeticiones en tándem. Un cúmulo en el que 
la secuencia de DNA se repite una y otra 
vez sin interrupción. (10.3) 

Réplica. Molde de metal y carbono de una 
superficie celular usada en microscopia 
electrónica. Las variaciones en el grosor 
del metal en distintas partes de la réplica 
producen diferencias en el número de elec- 
trones penetrantes que llegan a la pantalla 
de visualización. (18.2) 

Replicación. Duplicación del material gené- 
tico. (13) 

Replicación, focos. Localización de horquillas 
de replicación activa en el núcleo celular. 


GLOSARIO G-17 


Existen alrededor de 50 a 250 focos, cada 
uno de los cuales contiene alrededor de 40 
horquillas de replicación que incorporan 
nucleótidos a las cadenas de DNA al mismo 
tiempo. (13.1) 

Represor. Una proteína reguladora que se 
une con el DNA e inhibe la transcripción. 
(12.2) 

Resolución. La capacidad para ver dos puntos 
vecinos en el campo visual como entidades 
distintivas. (18.1) 

Respuesta inmunitaria de adaptación. Una 
respuesta específica a un patógeno que 
requiere una exposición previa a ese agente. 
Incluye respuestas mediadas por anticuerpos 
y linfocitos T. (17) 

Respuesta inmunitaria innata. Una respuesta 
inespecífica a un patógeno que no requiere 
exposición previa a ese agente, incluye 
respuestas mediadas por células NK, com- 
plemento, fagocitos e interferón. (17.1) 

Respuesta, elementos. Los sitios en los que 
factores de transcripción específicos se unen 
con las regiones reguladoras de un gen. (12.4) 

Retículo endoplásmico. Un sistema de túbulos, 
cisternas y vesículas que divide el contenido 
líquido del citoplasma en un espacio luminal 
dentro del retículo endoplásmico y un espa- 
cio citosólico fuera de las membranas. (8.3) 

Retículo endoplásmico liso (SER). La par- 
te del retículo endoplásmico que carece 
de ribosomas adheridos. Los elementos 
membranosos del SER casi siempre son 
tubulares y forman un sistema de tuberías 
interconectadas que ondulan por el citoplas- 
ma en el que se encuentran. Las funciones 
del SER varían de una célula a otra e 
incluyen síntesis de hormonas esteroideas, 
destoxificación de una amplia variedad de 
compuestos orgánicos, movilización de 
glucosa del glucosa-6-fosfato y secuestro de 
iones calcio. (8.3) 

Retículo endoplásmico rugoso (RER). La 
parte del retículo endoplásmico que tiene 
ribosomas adheridos. El RER se ve como 
un organelo membranoso extenso compues- 
to sobre todo de sacos aplanados (cisternas) 
separadas por un espacio citosólico. Las 
funciones del RER incluyen síntesis de 
proteínas secretoras, proteínas lisosómicas, 
proteínas integrales de membrana y lípidos 
de membrana. (8.3) 

Retículo sarcoplásmico. Un sistema de mem- 
branas citoplásmicas del retículo endoplás- 
mico liso que almacena Ca?* en las células 
musculares y forma una manga membranosa 
alrededor de la miofibrilla. (9.6) 

Retroalimentación, inhibición. Mecanismo 
para controlar las vías metabólicas en las que 
el producto final interactúa con una enzima 
en la vía, lo que la desactiva. (3.3) 

Retrotransposones. Elementos desplazables 
que requieren transcriptasa inversa para sus 
movimientos dentro del genoma. (10.5) 


G-18 GLOSARIO 


Ribointerruptores. RNA mensajeros que una 
vez unidos con un metabolito, experimentan 
un cambio en su conformación plegada que 
les permite alterar la expresión de un gen 
implicado en la producción de ese metabo- 
lito. La mayor parte de los ribointerruptores 
suprimen la expresión génica mediante el 
bloqueo de la terminación de la transcripción 
o por la iniciación de la traducción. (12.3) 

Ribonucleoproteína nuclear heterogénea 
(hnRNP). Resultado de la transcripción de 
cada hnRNA que se relaciona con diversas 
proteínas; la hnRNP representa un sustrato 
para las reacciones de procesamiento que 
siguen. (11.4) 

Ribonucleoproteínas nucleolares pequeñas 
(snoRNP). Partículas que se forman cuan- 
do los snoRNA se empacan con proteínas 
particulares; las snoRNP participan en la 
maduración y ensamble de los RNA ribosó- 
micos. (11.3) 

Ribozima. Una molécula de RNA que fun- 
ciona como catalizador en las reacciones 
celulares. (2.5) 

RNA, corte y empalme. El proceso de retirar 
las secuencias de DNA intermedias (intro- 
nes) de un transcrito primario. (11.4) 

RNA de interferencia pequeño (siRNA). Pe- 
queños fragmentos (21-23 nucleótidos) de 
doble cadena formados cuando el RNA de 
cadena doble inicia la respuesta durante el 
silenciamiento del RNA. (11.5) 

RNA de transferencia (tRNA). Una familia de 
RNA pequeños que traducen la información 
codificada en el “alfabeto” de nucleótidos de 
un mRNA en el “alfabeto” de aminoácidos 
de un polipéptido. (11.1) 

RNA, desactivación (silenciamiento). Un 
proceso en el cual RNA pequeños no codi- 
ficantes, casi siempre provenientes de pre- 
cursores más largos de cadena doble, inician 
una inhibición de la expresión génica de 
secuencias específicas. (11.5) 

RNA, interferencia (RNAi). Un fenómeno 
natural en el que los RNA bicatenarios 
(dsRNA) conducen a la degradación de 
mRNA con secuencias idénticas. Se cree 
que el RNA funciona sobre todo para blo- 
quear la replicación de virus y restringir el 
movimiento de los elementos móviles, lo 
cual influye en la formación de interme- 
diarios de dsRNA. Puede hacerse que las 
células de mamíferos practiquen la inter- 
ferencia de RNA si se les trata con RNA 
pequeños (21nt). Estos RNA pequeños 
(siRNA) inducen la degradación de mRNA 
que contienen la misma secuencia. (11.5) 

RNA mensajero (mRNA). La molécula inter- 
mediaria entre un gen y el polipéptido al que 
codifica. El RNA mensajero se ensambla 
como copia complementaria de una de las dos 
cadenas de DNA que codifica al gen (11.1) 

RNA, mundo. Etapa propuesta en la evolución 
temprana de la vida, antes de la aparición 


del DNA y las proteínas en la que las molé- 
culas de RNA servían como material gené- 
tico y como catalizadores. (11.4) 

RNA nuclear heterogéneo. Un grupo grande 
de moléculas de RNA que comparten las 
propiedades siguientes: 1) tienen pesos 
moleculares elevados (hasta cerca de 805, o 
50000 nucleótidos); 2) representan muchas 
secuencias de nucleótidos distintas, y 3) se 
encuentran sólo en el núcleo. Incluye al pre- 
mRNA. (11.4) 

RNA nucleares pequeños (snRNA). RNA 
necesarios para procesar el mRNA, son 
pequeños (90 a 300 nucleótidos de largo) y 
que funcionan en el núcleo. (11.4) 

RNA nucleolares pequeños (snoRNA). RNA 
necesarios para la metilación y seudouridila- 
ción de los pre-rRNA durante la formación 
del ribosoma en el nucléolo. (11.3) 

RNA polimerasa I. La enzima de transcrip- 
ción de las células eucariotas que sintetiza 
los RNA ribosómicos grandes (285, 18S y 
5.85). (11.3) 

RNA polimerasa II. La enzima de transcrip- 
ción de las células eucariotas que sintetiza 
los RNA mensajeros y la mayor parte de los 
RNA nucleares pequeños. (11.4) 

RNA polimerasa III. La enzima de transcrip- 
ción de las células eucariotas que sintetiza 
los diversos RNA de transferencia y el RNA 
ribosómico 5S. (11.3) 

RNA polimerasas dependientes de DNA 
(RNA polimerasas). Enzimas encargadas 
de la transcripción en células procariotas y 
eucariotas. (11.2) 

RNA ribosómico (rRNA). RNA de un ribo- 
soma. Los rRNA reconocen y se unen con 
otras moléculas, brindan soporte estructural 
y catalizan la reacción química en la que los 
aminoácidos se unen entre sí por enlaces 
covalentes. (11.1) 


Sarcómeras. Unidades contráctiles de las mio- 
fibrillas que están dotadas con un patrón 
característico de bandas y franjas que dan a 
las células del músculo esquelético su apa- 
riencia estriada. (9.6) 

Secreción constitutiva. Descarga de materiales 
sintetizados en la célula hacia el espacio 
extracelular en forma continua. (8.1) 

Secreción regulada. Descarga de materiales 
sintetizados en la célula que se almacena- 
ron en gránulos secretorios limitados por 
membrana en las regiones periféricas del 
citoplasma, ocurre como respuesta a un 
estímulo apropiado. (8.1) 

Secretado. Descargado al exterior de la célula. 
(8.1) 

Secretora, vía (vía biosintética). Vía a través 
del citoplasma en la cual se sintetizan ma- 
teriales en el retículo endoplásmico o el 
complejo de Golgi, se modifican durante su 
paso por el complejo de Golgi y se trans- 
portan en el citoplasma a varios destinos, 


como la membrana plasmática, un lisosoma 
o una vacuola grande en una célula vegetal. 
Muchos de los materiales sintetizados en 
el retículo endoplásmico o el complejo de 
Golgi se destinan a la secreción fuera de la 
célula; de ahí que se haya usado el término 
vía secretora. (8.1) 

Secuencia consenso. La versión más frecuente 
de una secuencia conservada. La secuencia 
TT'GACA de un promotor bacteriano 
(conocido como elemento —35) es ejemplo 
de una secuencia de consenso. (11.2) 

Secuencia de señal. Serie especial de ami- 
noácidos localizada en la porción amino 
terminal de las proteínas recién formadas 
que induce la unión del ribosoma forma- 
dor de proteína con una membrana del 
retículo endoplásmico y el movimiento del 
polipéptido naciente hacia el espacio de 
cisterna en el retículo endoplásmico. (8.3) 

Secuencias conservadas. Se refiere a secuencias 
de aminoácidos de polipéptidos particulares 
o a las secuencias de nucleótidos de ácidos 
nucleicos particulares. Si dos secuencias 
son similares entre sí (son homólogas) se 
dice que están conservadas, lo que indica 
que no presentaron gran divergencia de una 
secuencia ancestral común luego de un largo 
tiempo de evolución. (2.4) 

Secuencias homólogas. Cuando las secuencias 
de aminoácidos de dos o más polipéptidos, 
o las secuencias de nucleótidos de dos o 
más genes, son similares entre sí, se presume 
que evolucionaron de la misma secuencia 
ancestral. Se dice que tales secuencias son 
homólogas, un término que refleja una rela- 
ción evolutiva. (2.4) 

Secuencias intermedias. Regiones del DNA 
que están entre las secuencias codificadoras 
de un gen y que por tanto, no están en el 
mRNA correspondiente. (11.4) 

Segunda ley termodinámica. Los fenómenos 
en el universo proceden de un estado de 
mayor energía a uno de menor energía. (3.1) 

Segundo mensajero. Una sustancia que se for- 
ma en la célula como resultado de la unión 
de un primer mensajero (una hormona u 
otro ligando) con el receptor en la superficie 
externa de la célula. (15.3) 

Selección clonal, teoría. Teoría bien respalda- 
da de que los linfocitos T y B desarrollan 
su capacidad para producir anticuerpos o 
receptores de células T específicos antes 
de la exposición a un antígeno. En caso 
que un antígeno entre al cuerpo después, 
puede interactuar de manera específica con 
los linfocitos B y T que tienen receptores 
complementarios. La interacción entre el 
antígeno y los linfocitos B o T conduce a la 
proliferación del linfocito para que forme 
una clona de células capaces de responder a 
ese antígeno específico. (17.2) 

Selectinas. Una familia de glucoproteínas 
integrales de la membrana que reconocen y 


se unen con estructuras específicas de gru- 
pos de carbohidratos que sobresalen de la 
superficie de otras células. (7.3) 

Semiconservadora. Replicación en la que cada 
célula hija recibe una cadena de la hélice de 
DNA original. (13.1) 

Semipermeable. La propiedad de la membra- 
na de ser permeable al agua al tiempo que 
permite el paso mucho más lento de iones 
pequeños y solutos polares. (4.7) 

Semivida. Una medida de la inestabilidad de 
un radioisótopo o, de manera equivalente, 
el tiempo necesario para que la mitad del 
material radiactivo se desintegre. (18.4) 

Señal de localización nuclear. Secuencia de 
aminoácidos en una proteína que reconoce 
un receptor de transporte y conduce a la 
translocación de la proteína del citoplasma 
al núcleo. (12.1) 

Señalización celular. Comunicación en la que 
se releva la información a través de la mem- 
brana plasmática al interior de la célula y 
a menudo al núcleo celular mediante una 
serie de interacciones moleculares. (15) 

Señalización transmembrana. Transferencia 
de información a través de la membrana 
plasmática. (7, 3, 15) 

Seudogenes. Secuencias que son homólogas a 
los genes funcionales, pero tienen mutacio- 
nes acumuladas que las vuelven no funcio- 
nales. (10.5) 

Seudópodos. Protrusiones anchas y redon- 
deadas formadas durante el movimiento 
ameboideo cuando porciones de la super- 
ficie celular son empujadas hacia fuera por 
una columna de citoplasma que fluye por el 
interior de la célula hacia la periferia. (9.7) 

SA2, dominios. Dominios con sitios de unión 
con alta afinidad para motivos fosfotirosina. 
Se encuentra en diversas proteínas implica- 
das en la señalización celular. (15.4) 

Sinapsis. El proceso por el cual cromosomas 
homólogos se unen entre sí durante la 
meiosis. (14.3) 

Sinapsis. La unión especializada de una neuro- 
na con su célula blanco. (4.8) 

Sináptica, hendidura. El espacio estrecho 
entre dos células excitables. Una célula 
presináptica conduce impulsos hacia una 
sinapsis; una célula postsináptica siempre 
se encuentra en el lado receptor de una 
sinapsis. (4.8) 

Sinápticas, vesículas. Los sitios de almacena- 
miento para el neurotransmisor dentro de 
los botones terminales de un axón neuronal. 
(4.8) 

Sinaptonémico, complejo. Una estructura 
parecida a una escalera compuesta por tres 
barras paralelas con muchas fibras cruzadas. 
El complejo sinaptonémico mantiene cada 
par de cromosomas homólogos en la situa- 
ción apropiada para permitir la continua- 
ción de la recombinación genética entre las 


cadenas de DNA. (14.3) 


Síntesis translesión. Replicación que salva una 
lesión en la cadena plantilla. La realiza un 
grupo especial de DNA polimerasas que 
carece de procesividad, capacidad de lectura 
de pruebas y alta fidelidad. (13.3) 

Sitio activo. La parte de la molécula enzimática 
que participa directamente en la unión con 
el sustrato. (3.2) 

SNARE. Proteínas clave que median el proceso 
de fusión de membrana. Las T-SNARE 
se localizan en las membranas de los com- 
partimientos blanco. Las V-SNARE se 
incorporan en las membranas de las 
vesículas de transporte durante la gemación. 
(8.5) 

snRNP. Partículas distintivas de ribonucleopro- 
teína contenida en los empalmosomas, lla- 
madas así porque están formadas por snRNA 
unido con proteínas específicas. (11.4) 

Somáticas, células. Células del cuerpo, excepto 
las células de la línea germinal (o sea, las que 
pueden ligar a los gametos). 

SRP, receptor. Situado dentro de la membrana 
del retículo endoplásmico, el receptor SRP 
se une de manera específica con el complejo 
SRP-ribosoma. (8.3) 

Subunidad. Una cadena polipeptídica que se 
relaciona con otras cadenas (subunidades) 
para formar una proteína completa o un 
complejo proteínico. (2.5) 

Superhélice. Una molécula de DNA que tie- 
nen más o menos de 10 pares de bases por 
giro de la hélice. (10.3) 

Sustrato. El reactivo al que se une una enzima. 


(3.2) 


tDNA. El DNA que codifica los tRNA. (11.3) 

Tejido conjuntivo. Tejido que consiste sobre 
todo en varias fibras distintas que interac- 
túan entre sí de maneras específicas. La capa 
más profunda de la piel (dermis) es un tipo 
de tejido conjuntivo (7.0) 

Telofase. La etapa final de la mitosis en la que 
las células hijas regresan a la condición de 
interfase: el huso mitótico se desensambla, 
la envoltura nuclear se reforma y los cro- 
mosomas se vuelven cada vez más dispersos 
hasta que desaparecen de la vista al micros- 
copio. (14.2) 

Telomerasa. Una enzima nueva que puede 
agregar nuevas unidades repetidas de DNA 
al extremo 3' de la cadena colgante de un 
telómero. La telomerasa es una transcriptasa 
inversa que sintetiza DNA con una plantilla 
de RNA. (12.1) 

Telómero. Un segmento inusual de secuencias 
repetidas de DNA que forma una “tapa” en 
cada extremo de un cromosoma. (12.1) 

Teoría celular. Teoría de organización biológi- 
ca que tiene tres bases: todos los organismos 
están formados por una o más células; la 
célula es la unidad estructural de la vida; las 
células sólo surgen de la división de células 
preexistentes. (1.1) 


GLOSARIO G-19 


Termodinámica. Estudio de los cambios en la 
energía que acompaña a los fenómenos en el 
universo físico. (3.1) 

Termodinámica, primera ley. Principio de con- 
servación de la energía; señala que la energía 
no se crea ni se destruye, sólo se transduce 
(transforma) de una forma a otra. (3.1) 

Termodinámica, segunda ley. Principio de que 
los fenómenos transcurren de un estado de 
mayor energía a uno de menor energía, y 
por tanto, son espontáneos. (3.1) 

Tétrada (bivalente). El complejo formado 
durante la meiosis por un par de cromoso- 
mas homólogos unidos que incluye cuatro 
cromátides. (14.3) 

Tilacoides. Sacos membranosos aplanados 
formados por la membrana interna del 
cloroplasto, que contiene la maquinaria de 
transducción de energía para la fotosíntesis. 
(6.1) 

Tilacoides del estroma. También llamadas 
láminas estromales, son cisternas membra- 
nosas aplanadas que conectan algunos de los 
tilacoides de un grano con los de otro. (6.1) 

Tinción negativa. Procedimientos en los cuales 
depósitos de metales pesados se acumulan 
en todas partes del espécimen, excepto en 
los sitios con materiales de partículas muy 
pequeñas, incluidos agregados de alto peso 
molecular, como virus, ribosomas, enzimas 
con múltiples subunidades, elementos citoes- 
queléticos y complejos proteínicos. (18.2) 

Tipo nativo. La cepa original de un organismo 
vivo del cual se engendran otros organismos 
para investigación. (10.2) 

Tolerancia inmunitaria. Estado en el que el 
cuerpo no reacciona contra una sustancia 
particular, como las propias proteínas del 
cuerpo, ya que las células que podrían par- 
ticipar en tal respuesta se desactivaron o 
destruyeron. (17.1, PH 17) 

Tonoplasto. La membrana que limita la vacuo- 
la de una célula vegetal. (8.7) 

Topoisomerasas. Enzimas que se encuentran 
tanto en las células procariotas como 
en las eucariotas, capaces de cambiar el 
estado de superhélice del DNA doble. 

Son esenciales en procesos como la replica- 
ción y transcripción del DNA, que requieren 
el desenvolvimiento del DNA doble. (10.3) 

Traducción. Síntesis de proteínas en el cito- 
plasma con base en la información codifica- 
da por un mRNA. (11.1, 11.8) 

Transcripción. La formación de un RNA 
complementario a partir de la plantilla de 
DNA. (11.1) 

Transcripción, factores. Proteínas auxiliares 
(aparte de los polipéptidos que conforman 
las RNA polimerasas) que se unen con sitios 
específicos en el DNA y alteran la transcrip- 
ción de los genes cercanos. (11.2, 12.4) 

Transcripción, unidad. El segmento corres- 
pondiente de DNA en el cual se transcribe 
el transcrito primario. (11.4) 
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Transcriptoma. El inventario completo de mo- 
léculas de RNA transcritas por una célula, 
tejido u organismo particulares. (11.5) 

Transcriptasa inversa. Una DNA polimerasa 
dependiente de RNA. Una enzima que uti- 
liza el RNA como plantilla para sintetizar 
una cadena. [Una enzima que se encuentra 
en virus de RNA y se emplea en el laborato- 
rio para sintetizar cDNA. ] (10.5) 

Transcrito primario (o pre-RNA). La molé- 
cula inicial de RNA sintetizada a partir del 
DNA, equivalente en longitud al DNA 
del cual se transcribió. Por lo general, los 
transcritos primarios tienen una existencia 
fugaz, se procesan hasta moléculas de RNA 
más pequeñas y funcionales mediante una 
serie de reacciones de “corte y empalme”. 
(11.2) 

Transducción. La incorporación de un gen al 
genoma celular mediante un virus. (18.7) 

Transducción de señal. El proceso general en 
el que la información transmitida por mo- 
léculas mensajeras extracelulares se traduce 
en cambios que ocurren dentro de la célula. 
(15.1) 

Transfección. Proceso por el cual se introduce 
DNA desnudo a células cultivadas, lo que 
casi siempre conduce a la incorporación del 
DNA en el genoma celular y su expresión 
subsiguiente. (18.7) 

Transferencia, potencial. Una medida de la 
capacidad de una molécula para transferir 
cualquier grupo a otra molécula, las molé- 
culas que tienen una mayor afinidad por el 
grupo son los mejores aceptores y las molé- 
culas que tienen menor afinidad son mejores 
donadores. (3.3) 

Transformación. Captación de DNA desnudo 
en una célula que produce un cambio here- 
dable en el genoma celular. (PH10) 

Transformada. Células normales que se convir- 
tieron en células cancerosas por el tratamien- 
to con una sustancia carcinógena, radiación o 
un virus tumoral infeccioso. (16.1) 

Transgén. Un gen que se incorporó de manera 
estable a un genoma celular mediante el 
proceso de transfección. (18.7) 

Transgénicos, animales. Animales cuyo geno- 
ma se modificó para que sus cromosomas 
contuvieran genes ajenos. (18.13) 

Transición, estado. Punto en una reacción 
química en el cual se rompen los enlaces 
químicos y se reforman para generar pro- 
ductos. (3.2) 

Transición, temperatura. Temperatura en la 
cual una membrana se convierte de un esta- 
do fluido a un gel cristalino, con reducción 
marcada del movimiento en las moléculas 
de lípidos. (4.5) 

Translocación 1. Paso en el ciclo de traducción 
elongación que implica 1) expulsión del 
tRNA sin carga del sitio P y 2) movimiento 
del ribosoma de tres nucleótidos (un codón) 
sobre el mRNA en dirección 3". (11.8) 


Translocación 2. Una anomalía cromosómica 
que se produce cuando todo o parte de un 
cromosoma se une con otro cromosoma. 
(PH12) 

Translocón. Un conducto recubierto con pro- 
teína incrustado en la membrana del retí- 
culo endoplásmico; el polipéptido naciente 
es capaz de moverse por el traslocón en su 
paso del citosol a la luz del retículo endo- 
plásmico. (8.3) 

Transportador facilitador. Una proteína trans- 
membrana que se une con una sustancia 
específica y al hacerlo cambia la confor- 
mación, con lo que facilita la difusión de la 
sustancia en favor de su gradiente de con- 
centración. (4.7) 

Transporte activo. Proceso que requiere energía 
en el que un sustrato se une con una proteína 
transmembrana específica, lo que cambia su 
conformación para permitir el paso de la sus- 
tancia por la membrana contra el gradiente 
electroquímico para esa sustancia. (4.7) 

Transporte axónico. Proceso por el cual las ve- 
sículas, polímeros del citoesqueleto y macro- 
moléculas se desplazan a lo largo de miro- 
túbulos dentro del axón de una neurona. El 
transporte anterógrado desplaza materiales 
desde el cuerpo celular a las terminaciones 
sinápticas, mientras que el retrógrado mueve 
materiales en sentido contrario. (9.3) 

Transporte intraflagelar. Un proceso en el 
que las partículas se desplazan en ambos 
sentidos entre la base del flagelo o cilio y su 
punta. La fuerza que impulsa este transporte 
se genera mediante proteínas motoras que 
trascurren a lo largo de los dobletes periféri- 
cos del axonema. (9.3) 

Transposición. Movimiento de segmentos de 
DNA de un sitio de un cromosoma a otro 
sitio completamente diferente, a menudo 
afecta la expresión génica. (10.5) 

Transposones. Segmentos de DNA capaces 
de moverse de un punto del genoma a otro. 
(10.5) 

Triacilgliceroles. Polímeros consistentes en 
una columna central de glicerol unida me- 
diante enlaces éster con tres ácidos grasos, a 
menudo llamados grasas. (2.5) 

Trifosfato de adenosina (ATP). Nucleótido 
consistente en adenosina unida con tres 
grupos fosfato; es la principal fuente de 
energía inmediata para las células procario- 
tas y eucariotas. (2.5, 3) 

Trifosfato de guanosina (GT'P). Un nucleó- 
tido de gran importancia en las actividades 
celulares. Se une con diversas proteínas 
(llamadas proteínas G) y actúa como inte- 
rruptor para iniciar sus actividades. (2.5) 

Trisomía. Un complemento cromosómico que 
tiene un cromosoma adicional; o sea, un 
tercer cromosoma homólogo. (PH14) 

Tubulina. La proteína que forma las paredes 
de los microtúbulos. Las isoformas incluyen 


tubulina a, B y y. (9.3) 


Tubulina y. Un tipo de tubulina, participante 
crítico en la nucleación del microtúbulo. 
(9.3) 

Túbulos transversos. Pliegues membranosos a 
lo largo de los cuales los impulsos generados 
en una célula muscular esquelética se propa- 
gan al interior de la célula. (9.6) 

Tumor benigno. Tumor formado por células 
que ya no responden a los controles nor- 
males de crecimiento, pero que carecen de 
la capacidad para invadir tejidos normales 
o producir metástasis en sitios distantes. 


(16.3) 


Ubicuinona. Un componente de la cadena de 
transporte de electrones, la ubicuinona es 
una molécula liposoluble que contiene una 
larga cadena hidrófoba compuesta por uni- 
dades isoprenoides de cinco carbonos. (5.3) 

Ubicuitina. Una pequeña proteína muy conser- 
vada que se une con proteínas dirigidas a la 
interiorización por endocitosis o a la degra- 
dación en proteasomas. (8.8, 12.7) 

Umbral. El punto durante la despolarización de 
una célula excitable en el que los conductos 
de sodio activados por voltaje se abren, con 
la entrada consecuente de sodio que causa 
una reversión breve del potencial de mem- 
brana. (4.8) 

Uniones adherentes (zónulas adherentes). Las 
uniones adherentes son un tipo de unión 
adhesiva especializada muy frecuente en los 
epitelios. Las membranas plasmáticas en 
esta región están separadas 20 a 35 nm y 
son sitios en los que se concentran las molé- 
culas de caderina. Las células se mantienen 
unidas mediante enlaces entre los dominios 
extracelulares de moléculas de caderina que 
ocupan el espacio entre células vecinas. (7.3) 

Uniones comunicantes. Sitios entre las células 
animales que están especializadas en la 
comunicación intercelular. Las membranas 
plasmáticas de las células adyacentes quedan 
a unos 3 nm de distancia y el espacio entre 
ellas está cruzado por “tuberías” muy finas o 
conexones que permiten el paso de peque- 
ñas moléculas. (7.5) 

Uniones herméticas. Contactos especializados 
que ocurren en el extremo apical del com- 
plejo de unión entre células epiteliales ad- 
yacentes. Las membranas adyacentes hacen 
contacto en puntos intermitentes, donde se 
encuentran las proteínas integrales de las 
dos membranas adyacentes. (7.4) 


V(D)J, unión. Los reordenamientos de DNA 
que ocurren durante el desarrollo de los 
linfocitos B que limitan a las células a la 
producción de una especie específica de 
anticuerpo. (17.4) 

Vacuola. Una estructura individual llena con 
líquido y limitada por membrana que com- 
prende hasta el 90% del volumen de muchas 
células vegetales. (8.7) 


Van der Waals, fuerzas. Fuerza atractiva débil 
generada por las asimetrías transitorias en la 
carga de átomos o moléculas adyacentes. (2.2) 

Vector, DNA. Un vehículo para transportar 
DNA ajeno a una célula hospedadora 
adecuada, como la bacteria E. coli. El vec- 
tor contiene secuencias que le permiten 
replicarse dentro de la célula hospedadora. 
Lo más frecuente es que el vector sea un 
plásmido o el virus bacteriano lambda (A). 
Una vez que el DNA está dentro de la 
bacteria, se replica y se divide en las células 
hijas. (18.13) 

Velocidad máxima. El ritmo más alto alcanza- 
do para una reacción catalizada por enzimas, 
ocurre cuando la enzima está saturada con el 
sustrato. (3.2) 

Vesículas cubiertas. Vesículas que se des- 
prenden de un compartimiento de mem- 
brana, casi siempre tienen una proteína de 
múltiples subunidades que promueve el 
proceso de gemación y se une con proteínas 
de membrana específicas. Las vesículas 


cubiertas con COPI, con COPII y con 
clatrina son las vesículas cubiertas mejor 
caracterizadas. (8.5) 

Vesículas de transporte. Las lanzaderas forma- 
das por la gemación de un compartimiento 
de membrana que transportan materiales 
entre los organelos. (8.1) 

Vía biosintética (vía secretora). Trayecto a 
través del citoplasma en el cual se sintetizan 
materiales en el retículo endoplásmico o 
complejo de Golgi, se modifican duran- 
te su paso por el complejo de Golgi y se 
transportan dentro del citoplasma a varios 
destinos, como la membrana plasmática, un 
lisosoma o una vacuola grande de una célula 
vegetal. El término alternativo vía secretora 
se ha usado porque muchos de los materia- 
les sintetizados en ella están destinados a 
su eliminación (excreción) al exterior de la 
célula. (8.1) 

Vía catabólica. Vía metabólica en la que molé- 
culas relativamente complejas se degradan a 
productos más simples. (3.3) 
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Vías de señalización. Las supervías de infor- 
mación de la célula. Cada una consiste en 
una serie de proteínas distintivas que operan 
en secuencia. Cada proteína en la vía actúa 
al modificar la conformación de la proteína 
que le sigue en la serie. (15.1) 

Virión. La forma que asume un virus fuera 
de una célula, consistente en un centro de 
material genético rodeado por una proteína 
o cápsula de lipoproteína. (1.4) 

Viroides. Pequeños patógenos intracelulares 
obligados que a diferencia de los virus, 
sólo consisten en un círculo no cubierto de 
material genético, RNA. (1.4) 

Virus. Pequeños patógenos intracelulares obli- 
gados que no se consideran vivos porque no 
pueden dividirse en forma directa, rasgo nece- 
sario según la teoría celular de la vida. (1.4) 

Virus tumorales de RNA. Retrovirus capaces 
de infectar células de vertebrados y trans- 
formarlas en células cancerosas. Los virus 
de RNA tienen RNA en la partícula viral 
madura. (16.2) 
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mensajero intracelular, 634-638 
operado por reserva, 636, 636f 
proteínas 
fijadoras, 637-638 
de mamíferos activadas, 637c 
regulación de concentraciones en las células 
vegetales, 638 
Calmodulina, 637-638, 637f 
Calor, genes de respuesta al, 426 
Calórica, restricción, 34PH 
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Calvin, ciclo, 223, 224f 
control redox, 223, 224f 
partes, 223 
Calvin-Benson, ciclo, 223 
CAM, plantas, 227 
Campo brillante, microscopio de, 718 
Cáncer 
aneuploidia, 652 
angiogénesis, 675-676, 675f 
apoptosis, 652 
cambios histológicos, 655-656, 656f 
causas, 653-654 
colónico hereditario no poliposo, 667 
colorrectal, 668, 668f 
control de proliferación, 651-652 
detección temprana, 676 
división celular, 652 
DNA 
micromatrices, 669-671, 671f 
virus, 653 
estrategias, 671-676 
expresión génica, 669-671, 670f 
factores ambientales, 654, 655f 
fenotipo mutador, 667 
genes supresores tumorales y oncogenes, 
656-667, 658c 
genética, 653-656 
genoma del cáncer, 667-669 
infección viral, 652-653 
inhibición de proteínas promotoras de 
cáncer, 673-675 
inmunoterapia, 672-673 
invasión del tejido normal por el tumor, 
651f 
leucemia, 670, 670f 
mielógena crónica, 674 
mama, 664 
microRNA, 667 
páncreas, 669, 669f 
propiedades de células, 651-653, 652f 
retinoblastoma, 658-660, 659f 
RNA, virus, 653 
telómeros, 495 
tratamientos dirigidos, 671-672 
a nuevas moléculas, 673-675, 673c 
tumorogénesis, 655 
Cancerosas, células primordiales, 674-675 
Cápside, 22 
Carbohidratos, 42-46 
conversión de CO, en, 222f 
energía, 48 
estructura de los azúcares simples, 42-44, 42f 
membrana, 126 
metabolismo en células eucariotas, 177, 177f 
polisacáridos, 44-46, 45f 
síntesis 
control redox, 223 
fotorrespiración, 223-226 
plantas C,, 221-226 
plantas C,, 226-227, 226f 
plantas CAM, 227 
Carbonilo, grupo, 42 
Carbono, átomos, 39-40, 107, 107f 
Carboxilo terminal, región (CTD), 436-437, 
436f 
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Carboximetilcelulosa, 735 
Carga 
densidad de, 738 
iones con, 33 
Cargador, pinza, 544, 544f 
Cariotipos, 490f 491 
Carotenoides, 212 
Cartilago, células de, 232f 
Caspasa, DNAasa activada por, 643 
Caspasas, 643 
Catabólicas, vías 
funciones, 105 
separación, 113-114 
TCA, ciclo, 180, 189f 
Catalítica 
actividad, enzimas, 93-94, 93c 
constante, 101 
Catalítico, sitio, conformación, 196, 196f 
Catalíticos, RNA, 469VE-471VE, 480VEf 
Cateninas, familia, 250 
Cationes, 33 
CD40, 706 
CDA0L, 706 
Cdk 
fosforilación y desfosforilación, 565-566, 
565f 
inhibidores, 566, 569, 569f 
cDNA, bibliotecas, 756-757, 757f 
Cech, Thomas, 443, 469 VE 
Célula 
actividades mecánicas, 6 
autorregulación, 6, 6f 
complejidad, 3-5 
descubrimiento, 2-3, 2f 
energía, adquisición y utilización, 5, 5f 
estructura, 7, 8f 
evolución, 6-7 
metabolismo, 6 
núcleo. Véase Eucariota, núcleo de la célula 
organización, 3-5, 4f 
programa genético, 5 
propiedades básicas, 3-7 
reacciones químicas, 5-6 
reproducción, 5, 5f 
respuesta al estímulo, 6 
tamaño, 16-18, 18f 
Celular 
adhesión 
cremallera, 250 
receptores de, 253-254 
cambios durante el desarrollo embrionario, 
373-374, 375f 
cuerpo, 159 
cultivo, 731-733 
primario, 732 
secundario, 732 
sistemas 
bidimensionales, 733, 733f 
tridimensionales, 733, 733f 
diferenciación, 15, 16254, 254f 505, 
505f 
diseminación, proceso, 242-243, 242f 
división, 11-12, 11f 560 
especialización, 15-16 
fenotipo, factores de transcripción, 509 


fusión, 136-137, 137f 
inmunidad, 686 
línea, 732-733 
locomoción, 368-372 
célula móvil, 371f 
células que se arrastran sobre el sustrato, 
369-372, 369f 
fibroblasto que se arrastra, 369, 369f 
fuerzas de tracción, 371-372, 372f 
lamelipodio, 372, 373f 
margen de avance de célula móvil, 369, 
370f 
secuencia repetitiva de actividades, 369, 
369f 
migración durante el desarrollo 
embrionario, 238, 238f 
muerte. Véase Apoptosis 
pared, 260-262, 260f 
placa, 262, 588-589, 589f 
puntos de comprobación, 567-569, 568f 
reproducción 
ciclo celular, 561-569, 561f 
citocinesis, 585-589 
factor promotor de maduración, 599VE- 
602VE 
fase M, 569-590 
meiosis, 590-598 
mitosis, 571-585 
superficie, señalización, 704-706, 705f 
teoría, 2-3 
tratamiento con reemplazo, 19PH-21PH 
Celular, ciclo, 561-569 
Cdk inhibidores, 566, 569, 569f 
cinasas dependientes de ciclina, 563-567 
control, 562-569 
división celular asimétrica, 562 
factor promotor de maduración, 563- 
564, 563f 
fase M, 561 
fase S, 561-562 
in vivo, 562 
interfaz, 561 
modelo simplificado, levadura con fisión, 
564-565, 564f 
proteína cinasa, 563-567 
puntos de comprobación, 567-569, 568f 
regulación, 659-660, 660f 
revisión, 561f 
Celular, interacción, 260-262, 260f 
materiales extracelulares, 239-245 
matriz extracelular, 232-239 
otras células, 245-254 
plasmodesma, 258-260, 259f 
reconocimiento intercelular, 245, 246f 
sellado del espacio extracelular, 254-256 
uniones comunicantes, 256-258, 257f 
zonas de oclusión, 254-256, 255f; 256f 
Celular, señalización. Véase también G, proteína, 
receptores unidos 
apoptosis, 642-646 
calcio como mensajero intracelular, 634- 
638 
comunicación cruzada, 638-640, 639f 
convergencia, 638-640, 639f 
divergencia, 638-640, 639f 


elementos básicos, 606-608 
moléculas mensajeras extracelulares, 606 
óxido nítrico, 640-642 
proceso, 605-606 
proteína G, receptores unidos, 609-622 
receptores extracelulares mensajeros, 
608-609 
señalización 
autocrina, 606, 606f 
endocrina, 606, 606f 
paracrina, 606, 606f 
transducción de señales, 608 
vías de señalización, 606-608, 607f 
Celulares, niveles, 4f 
Células 
vivas, fluorescencia, citoesqueleto, 320-321, 
321f 
sistemas libres, 270-271, 2714 734 
Celulosa, 46 
sintasa, 261 
Centelleante, espectrometría, 730 
Centelleo líquido, espectrometría por, 730-731 
Centrifugación diferencial, 733-734, 734f 
Centriolos, 333 
Centrómeros, 496, 496f 573 
Centros de reacción y unidades fotosintéticas, 
213 
Centrosomas 
centros organizadores de microtúbulos, 333- 
334, 333f 
ciclo de centrosomas, 574-576, 575f 
participación de la tubulina gamma, 334- 
335, 334f 
Ceramida, 123 
Cerebrósido, 123 
Cerrados, sistemas, termodinámica, 91-92 
Cetosas, 42 
CFH, gen, 410PH-411PH 
Chaperonas, 78VE-81VE 
Chaperonina, 68 
Chimpancé, genoma, 407-408 
Choque térmico, respuesta, 78VE 
Cianobacteria, 7, 13, 144 26VE 
Cíclica, fotofosforilación, 220-221 
Ciclina, cinasas dependientes de (Cdk), 563- 
567 
combinaciones de ciclinas, 566, 567f 
fosforilación/desfosforilación, 565-566, 
565f 
inhibidor, 566 
localización subcelular, 566, 567f 
proteólisis controlada, 566 
unión de ciclina, 565 
Ciclosporina A, 700, 708PH 
Cigoteno, 591-594, 592f 
Cigótica, meiosis, 591, 591f 
Cilios, 339-346 
axonema, 341-342 
brazos de dineína, 344-345 
cilio primario, 339, 340PH, 340PHf 
desarrollo de la enfermedad, 340PH- 
341PH 
disección química, 344f 
golpe ciliar, 339, 339f 
locomoción, 345-346, 346f 


mecanismo de microtúbulo deslizante, 346, 
346f 
Cinc, estructura dedo, 510, 510f 
Cinesina, proteínas similares a (KLP), 330 
Cinesinas, 328-331, 329f 
moléculas con marca fluorescente, 322-323, 
322f 
movimiento progresivo, 329 
proteínas similares a cinesinas, 330 
transporte de organelos mediado por 
cinesinas, 330-331, 3304 
Cinética enzimática, 100-102 
Cinetocoro, microtúbulos, 578 
Cinetocoros, 573,574f, 577,579 
Cisteína, 51f 52 
Cisternas, 273 
espacio luminal, 273 
modelo de maduración, 287 
Citocalasina, 353, 353f 
Citocinas 
células/linfocitos T, interacciones, 691-692 
citocinas selectas, 692c 
JAK-STAT, vía, 706 
linfocitos T cooperadores, 705 
tratamiento, 709PH 
Citocinesis, 585-589, 586f, 588f 
células vegetales, 588-589 
ciclo celular, 561 
definición, 569 
formación de placa celular, 588-589, 589f 
fragmoplasto, 589 
importancia de la miosina, 587-588, 587f 
teoría del anillo contráctil, 587-588, 587f 
uso mitótico, 588, 588f 
Citocromo 
grupo hem, 1857 186 
oxidasa, 188, 189-191, 189f, 190f 
P450, familia, 273 
Citocromo c, liberación, 645, 645f 
Citoesqueleto 
estudio, 320-323 
funciones, 319-320, 319f 
microscopia con fluorescencia en células 
vivas, 320-321, 321f 
organización tridimensional, 320, 320f 
propiedades, 318, 319c 
proteínas, 643 
recuperación de fluorescencia después de 
fotoblanqueamiento, 323, 324f 
uso de pruebas de moléculas individuales y, 
322-323, 322f 
Citoplasma 
células eucariotas, 11, 11f 
compartimientos unidos a la membrana, 
265, 265f 
Citoplásmica 
dineína, 331-332, 331f 
localización, mRNA, 524-525, 524f 
Citoplásmicas 
proteína cinasas, 665 
proteína tirosinas cinasas, 623 
Citoplásmicos, organelos, partición, 576 
Citosina, 75, 386 
Citosol, 279 
Citosólico, espacio, 273 


Citotóxicos, linfocitos T, 692 
Clase, cambio, 698-699 
Clasificadoras, señales, celulares, 266 
Clatrina, 293-294, 294f 
trisquelion, 303, 303f 
Claudina 16, 256 
Clonación animal, 503-504, 504f 
Clonal 
expansión, 705 
selección, teoría, 687-690, 687f 
Clorhídrico, ácido, 38 
Clorofila, 211-212, 211f 
del centro de reacción, 213 
Cloroplasto, 207-209 
captación de proteínas, 311, 311f 
estroma, 209 
estructura interna, 208, 208f 
estructura y función, 208-209 
organización funcional de una hoja, 208, 
208f 
sintasa de ATP, 193, 194f 
tilacoides, 208-209, 209f 
Coactivadores 
acetiltransferasa de histona, 517, 517f 
alteración en la estructura de cromatina, 
516-519 
complejos remodeladores de cromatina, 
517-518, 518f 
factores de transcripción, 516 
maquinaria de transcripción basal, 516 
Coágulo, formación, 241, 242f 
Cobre, átomos, 186 
Cocaína, 164 
Cockayne, síndrome, 556PH 
Codificación, falta, 466-467 
Codificantes, funciones, DNA, 398 
Código genético no superpuesto, 455, 455f 
Códigos postales, 276 
Codón de inicio, 461 
Codones 
decodificación, 457-460 
identificación, 456 
Coenzimas 
ATP, formación, 181-182, 181f 
coenzima A, 179 
coenzima Q, 186 
proteínas conjugadas, 93 
Cofactores, 93 
Cofilina, 367 
Cohesinas, 572-573,572f, 573f 
Colágena, 232-235 
colágena I, 234, 234f 235 
colágena II, 235 
colágena IV, 235, 235f 
fibrilar, 234-235 
función, 234-235 
mutaciones, 235 
Cólera, toxina, 614 
Colesterilo, proteína para transferencia de éster 
de (CETP), 307 
Colesterol 
células vegetales, 48, 48 
estructura, 39-40, 39f 
metabolismo, 306-307, 307f 
moléculas, 123-124, 124f 
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Colicinas, 470VE 
Colon, cáncer, 557PH 
Colorrectal, cáncer, 668, 668f 
Compacción prematura cromosómica, 562 
Compartimentalización, membrana plasmática, 
118 
Competitivos, inhibidores, 102, 102f 
Complejo I, deficiencia, 202PH 
Complejo mayor de histocompatibilidad 
(MHC), 699-703 
alelos, 699-700, 699c 
células presentadoras de antígeno, 700, 700f 
complejos-péptido MHC clase I, 701-703, 
702f 
moléculas clase I y clase II, 701-703 
presentación del antígeno, 709 VE-713VE 
Complementariedad, regiones determinantes de 
(CDR), 713VE 
Complemento, 685 
Completa, duplicación del genoma, 399-400 
Comunicación cruzada, vías de señalización, 
638-640 
Comunicación intercelular mediante uniones 
(GJIC), 257 
Comunicantes, uniones, 256-258, 257f 
Concavidades cubiertas, 302-304, 303f 
Condensadora, lente, 716 
Condensina, 571-572, 572f 
Conducción saltatoria, 162, 163f 
Conductancia, 146 
Conexina, 256-258 
Conexones, 256-258 
Conformación 
integrinas, 239-240, 240f 
organización espacial, 54 
proteínas, 59 
Congelada, fractura, replicación, 128, 129f 726- 
728, 727f, 728f 
Congénita, diabetes insípida nefrógena, 146 
Congénitas, glucosilación de enfermedades, 
280-281 
Congresión, 577 
Conjugada, base, 38 
Conjugado, ácido, 38 
Consenso, secuencia de, 426 
Conservadora, replicación de DNA, 535 
Constante de equilibrio, 39 
Constitutiva, secreción, 265 
Contráctil, anillo, teoría, 587-588, 587f 
Contraste, 717-718 
Convencionales (tipo II), miosinas, 354-356 
estructura, 354, 355f 
bipolar, 354-355, 356f 
movimiento direccional de conos de 
crecimiento, 354, 354f 
Cooperadores, linfocitos T (linfocitos T), 692, 
693f, 705-706 
COPL-vesículas cubiertas, 291-292, 291f 
COPII-vesículas cubiertas, transporte, 289-291, 
290, 291f 
Corneal, estroma, 235, 235f 
Corte y empalme, aumentadores, 443, 445% 446, 
523, 523f 
Corte y empalme, 5' sitio de, 443 
Cotransporte, 158, 158f 
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Covalente, modificación, 112-113 
Covalentes, enlaces, 32-33 
disposición de electrones, 32, 32f 
dobles, 32 
ionización, 33 
moléculas polares y no polares, 33 
triple enlace, 32 
Coxiella burnetii, 309 
CREB (proteína de unión con el elemento de 
respuesta a cAMP), 620 
CREB, factor de transcripción, 640 
Crecimiento 
cono de, 373-374, 374f 
factores de, oncogenes codificantes, 664-665 
Crestas, 175 
Creutzfeldt-Jakob, enfermedad (CJD), 64PH- 
65PH 
Crioelectrónica, tomografía (eryo-ET), 726 
Criofijación, 724 
Cristalografía por rayos X resuelta en tiempo, 
98-100, 100f 
Cromátides, 572,572f, 573f 
Cromatina 
fibra de 30 nm, 483-484, 484f 
inmunoprecipitación, 513-514, 513f 
Cromatinas 
asas, 484, 485f 
coactivadores, 516-519 
complejos de remodelación, 517-518, 518f 
estructura y replicación, 551-552, 551f 
nivel mínimo de organización, 481-484 
niveles elevados de la estructura, 483-484, 
484f 
nucleosoma, organización, 481-482, 482f 
proteínas unidas, 487, 488f 
Cromatografía, 735-736, 736f 
líquida en columna, 735 
Cromodominio, 488 
Cromosoma 9, 492PH 
Cromosomas, 381-386 
aberraciones y enfermedades humanas, 
491PH-492PH 
accesorios, 382 
anafase, 581-584, 581 582f 
cromosoma humano, 406 
deleciones, 492PH 
descubrimiento, 381-382, 381f 
diploides, 399 
Drosophila, análisis genético, 383, 383f 
duplicación, 492PH 
entrecruzamiento y recombinación, 383-385 
grupo de ligamiento, 382-383 
homólogo, 382, 382f 
inversiones, 491PH, 491PHf 
marcha de cromosomas, 756 
microtúbulos, 578 
mitosis, 577-578, 578f 
mutagénesis y cromosomas gigantes, 385- 
386, 385f 
politeno, 385-386, 385f 
portadores de información genética, 382- 
383 
secuencias de DNA, 399, 399f 
telomerasa, 494, 495f 
translocaciones, 491PH-492PH, 492PHf 


Crónica, leucemia mielógena (CML), 72, 674 
Cuaternaria, estructura, proteínas y, 59, 60f 


D 
Daml, 583-584, 583f 
Daptomicina, 104PH 
Defensinas, 685 
Deleción, mapeo por, 513 
Deleciones, cromosomas, 492PH 
Delgados, filamentos, 359-361 
Demencia, marañas neurofibrilares, 67PH 
Dendritas, 159 
Dendríticas, células, 690-691, 691f 
Desacilado, liberación de tRNA, 464-465 
Desacoplamiento, proteínas de, 192 
Desaturasas, 135 
Desdoblamiento de proteínas, 62-68, 62f 
Desenrollado, DNA, 391, 391f 
Desenrollamiento, problema, 537-538, 538f 
Deshidrogenasa, 110, 110f 
Deslizante, microtúbulo, 346, 347f 
Desmina, miopatía relacionada con, 350-351 
Desmocolinas, 251 
Desmogleínas, 251 
Desmosomas, 251-253, 253f 
Desmotúbulo, 258 
Desnaturalización 
DNA, 393, 393f 
ribonucleasa, 62-63, 62f 
térmica, 393, 393f 
Desnudo, DNA, 481 
Desoxirribonucleico, ácido. Véase DNA 
Despolarización, 160 
Despolimerización, anafase, 582-583, 582f 583f 
Diabetes dependiente de insulina (IDDM), 
707PH 
Diabetes mellitus, 633 
Diacilglicerol, 48, 616-617, 616f 
Diacinesis, 594 
Dictiosoma, 284 
Didesoxirribonucleósido, trifosfatos de 
(ddNTP), 743 
Dietilaminoetilcelulosa (DEAE), 735 
Diferenciación, células especializadas, 15, 16f 
Diferenciadas, células, para tratamiento de 
reemplazo celular, 19PH, 20PHf 
Difusión 
agua a través de las membranas, 144-146, 
147f 
difusión facilitada, 151-152, 152f 
iones a través de la membrana, 146-151 
polaridad, 144 
Diglicéridos, 122 
Dimerización 
factores de transcripción, 510 
receptor, 623 
Dinámica, inestabilidad, 337f, 338-339, 339f 
Dinámico, equilibrio, 92 
Dinámicos, cambios, proteínas, 58-59, 59f 
Dinamina, 304, 305f 
Dineína, 332 
brazos, 344-346 
citoplasmática, 331-332, 331f 
Dineína ciliar, 344-345, 345f 
2,4-dinitrofenol (DNP), 191-192 


Diploide, cromosomas, 399 
Diploteno, 594, 594f 
Disacáridos, 44, 44f 
Distales, elementos del promotor, 514 
Disulfuro, puente, 52 
Divergencia, vía de señalización, 636/, 638-640 
DNA 
almacenamiento de la información genética, 
389-390 
amplificación enzimática, 751-753, 752f 
análisis de localización en el genoma, 513- 
514 
bibliotecas, 755-757 
cDNA, 756-757, 757f 
genómicas, 755-756 
composición de bases, 386-387 
conservación, 407, 407f 
deleción por mapeo, 513 
desenrollado, 391, 391f 
desnaturalización, 393, 393f 
DNA repetido sin funciones codificantes, 
398 
doble hélice, 387-389, 388f-389f 
elementos transponibles, 404 
endonucleasas de restricción, 746-747, 747f 
enlaces no covalentes, 483 
estructura, 386-387, 413VE 
química, 386-387, 387f 
expresión del mensaje genético, 390 
formación recombinante, 748, 748f 
fracción 
moderadamente repetida, 394, 398 
muy repetida, 394-398 
no repetida, 394, 398-399 
girasa, 538 
glucosilasa, 554 
hibridación in situ, 397 
con fluorescencia, 397, 398f 
huellas, 395, 395f 
información epigenética, 497 
intergénico e intrónico, 406 
ligasa, 541 
localización cromosómica, 399, 399f 
metilación, 520-521, 521f 
método Southern, 745-746, 745f 
micromatrices, 505-508, 506f 
perfiles de expresión de genes, 669 
tratamiento del cáncer, 671, 671f 
microsatélite, 395 
minisatélite, 395 
mitocondrial, 175-176 
modificación y duplicación de secuencias, 
400-402 
propuesta Watson-Crick, 387-390 
purificación, 742 
reacción en cadena de la polimerasa, 751- 
753, 752f 
regulación de la transcripción, 511-514 
reordenamiento, 696-699, 697f 
replicación y herencia, 390 
RNA polimerasas dependientes de, 422-423 
satélite, 395 
secuencias, 753-755, 754f 
de DNA repetidas con funciones 
codificantes, 398 


fracción muy repetida, 394-398 
separación por electroforesis en gel, 742- 
743, 743f 
síntesis química, 746 
sondas, 746 
superenrollado, 390-392, 391f 
temperatura de fusión, 393 
topoisomerasas, 391-392, 392f 
transcripción génica, 497, 508-509, 508f 
transposones, 402-404, 402f 403f 
variación 
estructural, 409, 409f 
de secuencias, 409 
virus tumorales, 653 
DNA, clonación, 748-751 
centrifugación de equilibrio, 750, 750f 
chapado de replicación e hibridación in 
situ, 749-750, 750f 
DNA eucariota en genomas fagos, 750- 
751,751f 
plásmidos bacterianos, 749-750, 749f 
vectores de clonación especializados, 756 
DNA, polimerasas 
actividades de exonucleasa, 544-545, 545f 
estructura y función, 542-544, 543f 
fragmento de Okazaki, 546, 546f 
propiedades, 538-540, 539f 
DNA, reparación, 552-557 
deficiencias en el sistema de reparación, 
556PH-557PH 
escisión y reparación de nucleótidos, 
553, 553f 
genes mutantes, 667 
pirimidinas, 552, 552f 
proteínas, 553 
reparación 
por escisión de bases, 554, 5544 555f 
rotura de doble cadena, 555-556, 
555f 
unión deficiente, 555 
xeroderma pigmentoso, 556PH, 
556PHf 557 
DNA, replicación, 534-552 
células 
bacterianas, 537-546 
eucariotas, 546-552 
conservadora, 535 
propuesta Watson-Crick, 534, 534f 
semiconservadora, 534-537, 535f, 536f 
tres esquemas alternativos, 534f 
DNA, transferencia, 757-769 
animales y plantas transgénicos, 758-760 
células eucariotas, 757-758 
microinyección, 758, 758f 
transducción, 757 
transfección, 757-758 
transgén, 758 
DNA-RNA híbrido, 439 
Doble 
enlace, 32 
simetría rotatoria, 746-747 
Doble hélice, 387-389, 388/£389f 
Dolicol, fosfato, 280 
Dominios proteínicos, 58, 58f 
Dos genes un polipéptido, hipótesis, 696 


Down, síndrome, 492PH, 597PH 
Drepanocítica, anemia, 54, 54f 
Drosophila 
análisis genético, 383, 383f 
cromosoma politeno, 385-386, 385f 
cromosomas homólogos, 383, 383f 
cruzas, 384-385, 384f 
Drosophila melanogaster, 17f, 61, 684-685, 684f 


Duplicación, cromosoma, 492PH 


E 
E, caderinas, 248PH, 250, 251f 
E2F, actividad, 660, 660f 
EcoR1, 747, 750 
Edidin, Michael, 136 
Efector, enzima, 606 
Ehlers-Danlos, síndrome, 235 
Eicosanoides, 608 
Eicosapentaenoico, ácido (EPA), 134c 
Eje, proteínas, 62, 62f 
Ejercicio, metabolismo en el, 183PH 
Eléctrica, energía, conversión a energía 
mecánica, 85, 85f 
Electroaerosol, ionización de, 740 
Electroferograma, 754f 
Electrón 
disposición en el átomo, 32, 32f 
transporte, 185-191 
citocromos, 186 
complejos transportadores de electrones, 
187-190, 188f 
disposición de electrones, 186-187, 186% 
187f 
flavoproteínas, 185-186 
formas oxidadas y reducidas, 185f 
proteínas con hierro y azufre, 186 
trayecto de los túneles de electrones, 
187, 187f 
tres átomos de cobre, 186 
ubiquinona, 186 
Electronegativo, átomo, 33 
Electrones 
alta energía, 179/n 
cadena de transporte, 110, 185, 186-187, 
1865 187f 
complejos transportadores, 187-190, 188f 
potencial para transferir, 182 
Electrónica 
cristalografía, 168VE, 742 
densidad, mapa, 99, 99f 
Electroporación, 758 
Electroquímico, gradiente, 144, 191 
Elongación, traducción de células bacterianas, 
464-466, 465f 
Embrionarias, células progenitoras, 19PH- 
20PH, 760-761 
Embrionario 
desarrollo 
caderinas, 250 
cambios en la forma celular, 373-374, 
375f 
fibronectina, 236-237, 237f 
micro-RNA, 453, 453f 
migración celular, 238, 238 
nodo, 340PH 
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Emerson, Robert, 213 
Empalmosomas, 444, 446f 
Empaquetamiento, DNA, 482 
Enantiómeros, 43 
ENCODE, proyecto, 407 
Endergónicos, procesos, 87-88, 90-91 
Endocanabinoides, 165 
Endocítica, vía, 266, 301-309, 306f 308f 
Endocitosis, 302-307 
concavidades cubiertas, 302-304, 303f 
endosomas, 305 
fosfoinositidas y, 304 
lipoproteínas de alta densidad, 307 
lipoproteínas de baja densidad, 306-307, 
307f 
mediada por receptor, 302-304, 302f 
312VE-314VE 
organización de una vesícula cubierta, 304, 
304f 
trípode de clatrina (trisquelion), 303, 303f 
volumen, 302 
Endocrina, señalización, 606, 606f 
Endomembranoso, sistema 
análisis bioquímico, 269-270 
autorradiografía, 267, 268f 
fenotipos mutantes, 271-272, 272f 
gránulos secretores, 265, 268f 
proteína verde fluorescente, 267-269, 
269 
secreción 
constitutiva, 265 
regulada, 265 
sistemas libres de células, 270-271, 271f 
vesículas de transporte, 265, 266f 
vía 
biosintética, 265 
endocítica, 266 
secretora, 265 
Endonucleasas de restricción, 746-747, 747f 
Endoplásmico, retículo, 273-283 
biosíntesis de membrana, 279, 279f 
conservación y recuperación de las 
proteínas, 292, 292f 
degradación vinculada al, 282 
destrucción de proteínas mal plegadas, 
282 
glucosilación en el retículo 
endoplásmico, 279-282 
liso, 273, 274f 
procesamiento de proteínas recién 
sintetizadas, 277-278 
rugoso, 273-282, 274f 
síntesis de 
lípidos, 279 
oligosacáridos en el retículo 
endoplásmico rugoso, 280, 281f 
proteínas en ribosomas unidos a la 
membrana o en ribosomas libres, 
275-276 
proteínas integrales de membrana, 
278-279, 278f 
proteínas secretoras, lisosómicas 
o vacuolares vegetales en 
ribosomas unidos a membranas, 


276-277, 276f 
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Endoplásmico, retículo (conz.) 
transporte 
de proteínas escapadas de regreso, 
291-292 
vesicular, 283 
vesículas cubiertas con COPII, 289-291 
Endoplásmico, retículo, compartimiento 
intermedio entre, y el aparato de Golgi 
(ERGIO), 283 
Endosimbiótica, teoría, 25VE-26VE 
Endosomas, 305 
tardíos, 305 
tempranos, 305 
Energía 
adquisición y utilización, 5, 5f 
captura y utilización, 107-112 
carbohidratos, 48 
definición, 85 
energía de excitación, 213, 213f 
grasas, 48 
libre, 87-92 
luz, 85, 85f, 154-155 
mecánica, 85, 85f 
membrana plasmática, 119 
química, 48, 85, 85f 
térmica, 85, 85f 
transducción, 85, 85f 
transformaciones energéticas espontáneas, 87 
Energía de activación, 94-95 
descenso de energía en la velocidad de la 
reacción, 94-95, 95f 
estado de transición, 94-95, 95f 
reacciones enzimáticas, 94-95, 94f 
Enlaces, proteína, 347, 348f 
Ensamble de uso, punto de comprobación, 
584-585, 584f 
Entalpía, 87 
Entrecruzamiento, 383-385, 384f 
desigual, 400, 401f 
Entropía, 86-87, 87f 
proceso de trabajo dirigido, 86, 87f 
Envejecimiento 
DNA deficiencias del sistema de reparación, 
556PH-557PH 
prematuro, 202PH, 202PHf 
radicales libres, 34PH 
Enzima-sustrato, complejo, 95-96, 95f 
Enzimas 
actividad catalítica, 93c 
ajuste inducido, 98, 99f 
cambios en la conformación, 98-100 
cambios químicos, 6 
catalizadores biológicos, 92-102 
cinética, 100-102 
concentración de sustrato, 101, 101f 
descubrimiento, 93 
efecto del inhibidor, 102-103, 103f 
energía de activación, superación de la 
barrera, 94-95, 94f 
estado de saturación, 101 
inducción de tensión en el sustrato, 98-100 
inhibición por retroalimentación, 113, 113f 
intermediarios catalíticos, 98-100 
modificación covalente, 112-113 
modulación alostérica, 113 


orientación del sustrato, 97, 97f 
pH y temperatura óptimos, 102, 102f 
propiedades, 93-94 
proteína cinasa, 112-113 
reacciones metabólicas, 104PH-105PH 
reactividad del sustrato, 97-98, 98f 
restricción, 746-747, 747f 
señalización, 627 
síntesis de la pared celular bacteriana, 
104PH 
sitio activo, 95-98, 96f 
Enzimática 
amplificación de DNA, 751-753, 752f 
tratamiento de sustitución, 300PH 
Enzimático, núcleo, 425 
Enzimáticos, inhibidores, 102-103 
inhibición no competitiva, 103 
inhibidores 
competitivos, 102-103, 102f 
irreversibles, 102 
Epidermólisis ampollosa, 245 
simple (EBS), 349 
Epigenética, 496-497 
Epitelial 
cáncer, 248PHf 
transición mesenquimatosa, 250, 251f 
Epiteliales, células 
funciones en la membrana plasmática, 
140, 140f 
microtúbulos, cambios en la longitud, 
321, 321f 
organización de los filamentos 
intermedios, 349, 350f 
Epitopo, 695 
Equilibrio 
centrifugación, 744, 750, 750f 
constante de, 88-89, 89c 
metabolismo en estado estable, 91-92, 92f 
Eritroblastosis fetal, 696 
Eritrocitos (glóbulos rojos) 
estructura de la membrana plasmática, 140- 
142, 141f 
membrana del eritrocito, 142-143 
proteínas integrales, 142 
Escherichia coli, 17f, 426, 426f 
Escorbuto, 234 
Esfingolípidos, 123, 123f 
Esfingomielina, 123 
Espaciador no transcrito, 430 
Espaciales, relaciones, proteína integral de la 
membrana, 132, 132f 
Espectrina, 142 
Espermatocitos, 591 
primarios, 591 
secundarios, 595 
Espermatogonia, 590-591 
Espermatozoides, 591 
Espontánea, mutación, velocidad, 545 
Espontáneas, transformaciones energéticas, 
86-87 
Esporas, meiosis en, 591, 591f 
Esporofito, 591 
Esquelético, músculo 
estructura, 359-360, 359f 
fibras, 183PH, 183PHf 


función anormal de las mitocondrias, 
201PH, 202PHf 
Estable, estado, metabolismo, 91-92, 92f 
Estado basal, luz, absorción, 211 
Estándar, energía libre, cambio, 89, 89c 
Estática, enzima, 195 
Estatinas, 307 
Esteárico, ácido, 47 134c 
Éster, enlaces, 40 
Estereocilios, 357 
Estereoisomerismo, 43 
Estereoisómeros, 43, 49, 50, 50f 
Esteroideas, hormonas, receptor, 609 
Esteroides, 48, 48/; 608 
Estocástica, microscopia de resolución óptica, 722 
Estreptomicina, 104PH 
Estrógenos, 48, 48 497 
Estroma 
corneal, 235, 235f 
dominio de dirección, 311 
síntesis de carbohidratos, 209 
Estructura, diseño farmacológico basado en, 72-73 
Estructurales, genes, 500-501 
Eubacterias, 27VE 
Eucariota 
ciclo celular, 561f 
DNA, clonación, 750-751, 751f 
promotor para la polimerasa II, 435, 435f 
RNA polimerasa, estructura, 427, 427f 
Eucariota, núcleo de la célula, 476-499 
centrómeros, 496, 496f 
complejo del poro nuclear, 477-481, 
4781, 479f 
cromosomas y cromatina, 481-496 
envoltura nuclear, 476-481, 476f 
epigenética, 496-497 
eucromatina, 484-489 
genoma, empaquetamiento, 481-484 
heterocromatina, 484-489 
matriz nuclear, 499, 499f 
morfología, 476, 476f 
núcleo de un organelo, 497-499 
nucleosomas, 481-484, 483f 
telómeros, 493-496, 493f 
Eucariotas 
control en la expresión génica, 503-505 
elementos transponibles, 403 
síntesis de proteínas, 462, 462f 
Eucariotas, células 
características, 8-12, 13f 
citoplasma, 11, 11f 
comparación con procariotas, 9c 
cromatina, 9 
división celular, 11-12, 11f 
especialización celular, 15-16 
estructura, 10f 
evolución, 25V Ef 
mecanismos de locomoción, 12 
metabolismo de carbohidratos, 177, 177f 
organismos modelo, 15-16 
origen, 25VE-28VE 
RNA polimerasas nucleares, 426c 
transcripción y procesamiento de RNA, 
426-427 
transferencia de DNA, 757-758 


Eucariotas, función de genes 
células primordiales embrionarias, 760- 
761 
genética 
anterógrada, 760 
inversa, 760 
mutagénesis, 760 
ratones con bloqueo génico, 760-762, 
761f 
RNA, interferencia, 762, 762f 763f 
Eucariotas, replicación de células, 534-552 
demostración experimental, 547, 
547f 
estructura 
de cromatina, 551-552, 551f 
nuclear, 550-551 
horquilla de replicación, 549-550, 549c 
inicio, 547-548 
proteínas requeridas, 549c 
restringida a una por ciclo celular, 548- 
549, 548f 
Eucromatina, 484-489 
Eukaria, 27VE-28VE 
Evolución 
células, 6-7 
eucariotas, 25V Ef 
duplicación del gen por amilasa, 408, 408f 
elementos genéticos móviles, 404 
genes de globina, 400-402, 401f 
proteínas, 73-74 
RNA, corte y empalme, 447-448 
rotura de genes, 447-448 
Evolución, elementos genéticos móviles, 404 
Excitación, energía de, 213, 213f 
Excitación-contracción, coordinación, 363-365 
Exergónico, proceso, 87, 90-91 
Exocitosis, 297 
Exones, 400-401, 438 
Exónico 
complejo de unión (EJC), 466 
intercambio, 448 
Exonucleasa, actividades, 544-545, 545f 
Expansinas, 262 
Exportinas, 479 
Externa, membrana mitocondrial, 175, 309-310 
Extracelular 
material, 239-245 
matriz, 232-239 
células de cartílago, 232f 
colágena, 232-235 
fibronectinas, 236-237, 237f 
laminina, 237 
membrana basal, 232, 233f 
metaloproteínas de la matriz, 238-239 
organización macromolecular, 232, 
233€ 
propiedades dinámicas, 238-239 
proteoglucanos, 235-236, 236f 
Extracelular, espacio, 231-239, 254-256 
Extracelulares 
mensajeros, y sus receptores, 608-609 
moléculas mensajeras, 666 
Extramuscular, motilidad, 365-375 
crecimiento axónico, 372-373 
locomoción celular, 368-372 


polimerización de la actina, 367-368, 369f 


proteínas de unión con la actina, 365-367 


F 
F porción, sintasa de ATP, 198-199, 198f 
Facilitada, difusión, 151-152, 152f 
FADH, 181-182, 181f 
Fagocitosis, 308-309, 3087, 646, 646f 
Fagolisosoma, 308 
Fagosoma, 308 
Familiar 
hipercolesterolemia, 312 VE 
poliposis adenomatosa, 663, 663f 
Fase, microscopia de contraste de, 718-719, 
719f 
Fenilalanina-glicina, repeticiones, 478 
2-fenilaminopirimidina, 72-73 
Fermentación, 92-93, 111-112, 111f 
Ferredoxina, 218, 220 
Feulgen, tinción, 718, 718f 
Fibra, anatomía funcional, 364f 
Fibras de sacudida rápida, 183PH, 183PHf 
Fibrilares, colágenas, 234-235 
Fibronectinas, 236-237, 237f 
corte y empalme, 522-523, 522f 
Fibrosas, proteínas, 57 
Fijadores, microscopia óptica, 718 
Filamento 
bipolar de miosina, 354-355, 356f 
deslizamiento, 363 
deslizante, modelo de, contracción muscular, 
360-365 
Filamentos, proteínas cortadoras de, 367 
Filogenético, árbol, 27V Ef, 28VE 
Filopodos, 373 
Filoquinona, 218 
Finalizadoras, mutaciones, 466 
Fisión mitocondrial, 175, 175f 
Flagelos 
brazos de dineína, 344-345 
dineínas, 345, 345f 
locomoción, 345-346, 346f 
microtúbulo deslizante, 346, 346f 
patrones de movimiento (ondas), 341, 341f 
transporte intraflagelar, 343-344, 343f 
Flavina 
adenina, dinucleótido (FAD), 185, 185f 
mononucleótido, 185, 185f 
Flavoproteínas, 185-186 
Flipasas, 279 
Fluido, mosaico, modelo, 121 
Fluorescencia 
después de fotoblanqueamiento (FRAP), 
137, 137f 323, 324f 
microscopia de partículas, 321 
transferencia de energía por resonancia 
(FRET), 720-721, 721f 
Fluorescencia, microscopia con 
citoesqueleto, 320-321, 321f 
moléculas individuales, 322-323, 322f 
Fluorescente, marca 
proteínas, 720 
tránsito de membrana, 283, 283f 
Fluorescentes, anticuerpos, membrana 


plasmática, 140, 140f 
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Fluorocromos, 719 
Fluoxetina, 164 
Focales 
adhesiones, 242-245, 243f 
crecimiento celular, 244 
demostración experimental, 244f 
función, 243-244 
complejos, 372 
Forbol, ésteres de, 617 
Fosfatídico, ácido, 122 
Fosfatidilcolina, 48, 48f 122 
Fosfatidiletanolamina, 122 
Fosfatidilinositol, 122 
fosforilación, 615-616 
Fosfatidilinositol -derivado de segundos 
mensajeros, 614-616, 615f 
Fosfatidilserina, 122 
Fosfodiesterasa, inhibición, 641-642 
Fosfoenolpiruvato, 226 
Fosfofructocinasa, 113 
Fosfoglicerato cinasa, 110 
Fosfoglicéridos, 122-123, 123f 
Fosfoinositidas, 304, 615-616, 617f 
Fosfolipasa C, 616-617 
Fosfolipasas, 135 
Fosfolípidos 
difusión, 139, 139f 
estructura química, 48-49, 48f 
fosfoglicéridos, 122-123, 123f 
proteínas de transferencia, 279 
Fosforilación 
fosfatidilinositol, 615-616 
glucógeno sintasa, 620 
proteintirosina, 623-634 
receptor unido a la proteína G, 611 
sustrato, nivel, 110 
Fosfotirosina, interacciones de proteína- 
proteína, dependientes de, 625, 625f 
Fotoautótrofos, 207 
Fotofosforilación, 220-221, 221f 
Fotoinhibición, 217 
Fotólisis, 216 
Fotones, 211 
Fotorreceptores, 716-717, 717f 
Fotorrespiración, 223-226 
base celular, 225f 
enzima Rubisco, 224-225 
peroxisomas, 225-226 
Fotosíntesis 
absorción, 212, 212f 
de luz, 211-212 
bacterias verdes, azufre, 207, 207f 
cloroplastos, 207-209 
energía, 210, 210f 
formación de oxígeno, 213-220 
fotofosforilación, 220-221, 221f 
fotólisis, 216 
herbicidas, 220 
metabolismo fotosintético, 209-210 
oxigénicas, 207 
pigmentos fotosintéticos, 211-212 
procariota fotosintético, 207 
reacciones 
dependientes de luz, 210 
independientes de luz, 210 
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Fotosíntesis (conz.) 
revisión del transporte fotosintético de 
electrones, 219-220, 219f 
síntesis de carbohidratos, 221-227 
unidades fotosintéticas y centros de 
reacción, 213-220 
Fotosistema I 
acciones, 214 
organización, 218, 218f 
producción de NADPH, 218-219 
transporte de electrones, 217-218, 217f 
Fotosistema II 
acciones, 213-214, 214f 
flujo de electrones 
del agua, 216-217 
a la plastoquinona, 215-216, 216f 
fotoinhibición, 217 
organización, 215, 215f 
transportador de electrones, 217-218, 217f 
FOXP2, gen, 408 
FOXPS3, gen, 692 
Fraccionamiento, ácidos nucleicos, 742-744 
Fragmoplasto, 336, 589 
FRET técnica, 132 
Fuerza atómica, microscopio de, 323, 3237 730 
Fusión 
DNA, 393 
mitocondrial, 175, 175f 


G 
G, proteína 
ciclo, 628f 
cinasa del receptor unido a (GRK), 611, 
611f 
estructura, 628f 
receptores unidos, 609-622. Véase 
Heterotriméricas, proteínas G 
concentraciones de glucosa, 618-622 
enfermedades asociadas, 612PH- 
613PH, 613PHc 
especificidad de las reacciones, 618 
fosforilación, 612 
percepción sensorial, 622 
procesos fisiológicos, 610c 
reguladores, 612 
segundo mensajero, 614-617 
terminación de la respuesta, 611-612 
toxinas bacterianas, 614 
transducción de señal, 610-614 
G, proteínas, 75,277 
Gamética, meiosis, 590-591, 591f 
Gametofito, 591 
Gamma, radiación, 730 
Gangliósidos, 123 
Gástrica, secreción, 155f 
control, 155f 
Gaucher, enfermedad, 300PH 
Gel, electroforesis, 742-743, 743f 
Generales, factores, transcripción (GTF), 435- 
437 
Genes 
concepto, 380-382 
corte y empalme alternativos, 406 
cromosomas y, 381-386 
desactivación, 760-762 


DNA 
estructura, 386-387 
superenrollamiento, 390-392 
duplicación, 400-402 
elementos genéticos móviles, 404 
eliminación, 760-762 
entrecruzamiento desigual, 400, 401f 
estudios Mendel, 380-381 
globina, 400-402, 401f 
material génico, 389-390, 390£ 
naturaleza química, 386-392, 413VE- 
416VE 
procesamiento, 437-440, 447-448, 439f 
propuesta Watson-Click, 387-390, 
388/+389f 
proteína reguladora de, 501 
regulación en la expresión génica, 406 
“saltarines”, 402-404 
seudogenes, 402 
variación 
número de copias, 410 
población humana, 408-410 
Genética 
recombinación, 383-385, 384/ 597-598, 
598f 
traducción, 461-468 
aminoacil-tRNA, 464 
elongación, 464-466, 465f 
factores de inicio, 462 
formación del enlace peptídico, 464 
función del ribosoma, 462-464 
inicio, 461-464, 461f 462f 
polirribosomas, 467-468, 467f 
terminación, 466-468 
traducción, 464 
traslado de la subunidad ribosómica 
pequeña al codón de inicio, 461-462 
traslado del primer aa-tRNA al 
ribosoma, 462 
tRNA desacilado, 464-465 
vigilancia y control de la calidad del 
mRNA, 466-467 
visualización, 468f 
variación, 408, 409-410 
Genético, código, 455-456, 457f 
Genéticos, polimorfismos, 408 
Génica, expresión 
cáncer, 669-671, 670f 
codificación de la información genética, 
455-456 
control 
bacteria, 499-503 
eucariotas, 503-505 
control al nivel 
procesamiento, 522-523 
traducción, 524-528 
transcripcional, 505-522 
decodificación de los codones, 457-460 
diferenciación celular del músculo, 505, 
505f 
factores de transcripción, 508-511 
mRNA, síntesis y procesamiento, 434- 
448 
niveles de control, 505f 
operón bacteriano, 500-503, 500f 


organización nuclear, 497-499, 498f 
procesamiento de genes, 437-440 
relación entre genes y proteínas, 420- 
422 
ribointerruptores, 503 
RNA 
corte y empalme, 442-447 
no codificadores, 454-455 
piwi interactivos, 454 
reguladores pequeños, 448-455 
ribosómico y de transferencia, 
síntesis y procesamiento, 428- 
434 
vías de desactivación, 448-455 
traducción de la información genética, 
461-468 
transcripción, 422-427 
tránsito de la información, 421-422, 
421f 
Genoma, análisis de localización, 513-514 
Genomas 
aplicaciones en medicina, 410PH-412PH 
bases genéticas, 407-408 
cáncer, 667-669 
comparaciones, 405, 405f 
complejidad, 394-399, 394f 
virales y bacterianos, 394, 394f 
división en bloque (haplotipos), 412PH, 
412PHf 
DNA 
desnaturalización, 393, 393f 
duplicación y modificación de 
secuencias, 400-402 
renaturalización, 393-394, 394f 
variación de secuencia, 409 
ensamble de complejos, 481-484 
estabilidad, 399-404 
estructura, 393-399 
evolución del gen de la globina, 400-402, 
401f 
genes “saltarines”, 402-404 
genoma, duplicación completa 
poliploidización, 399-400 
genómica comparativa, 406-407 
naturaleza dinámica, 402-404 
RNA, 406 
secuencia, 405-410 
variación 
estructural, 409, 409f 
genética, 408-410 
número de copia, 409-410 
Genómica 
comparativa, 406 
global, vía, 553 
Genómicas 
bibliotecas, 755-756 
huellas, 521-522 
Genómico, análisis aplicado a la medicina, 
410PH-412PH 
Germen de trigo, célula de, 77, 77f 
Germinativas, células, 454 
GGA, proteínas, 293-294 
Gigantes, cromosomas, 385-386, 385f 
politénicos, 385-386, 385f 
Gliceraldehído, 43, 43f 


Glicina, 51f 52 
Glicerol fosfato, lanzadera, 181, 181f 
Glioxisoma, 201, 201f 
Globina 
gen 
evolución, 400-402, 401f 
visualización, 440, 440f 
mRNA de, procesamiento, 442, 443f 
Globulares, proteínas, 57 
Glucanos. Véase Carbohidratos 
Glucocáliz, 231-232, 231f 
Glucocorticoides 
cortisol, 514, 515f 
elemento de respuesta, 514 
receptor, 514, 515f 
Glucoforina A, 130-131, 130f 142 
Glucógeno, 44-46, 45f 
Glucolípidos, 123 
Glucólisis, 107-111 
ATP, producción, 111, 183PH 
gluconeogénesis, 113-114, 114f 
pasos, 108-109, 108% 178, 179f 
perfil de energía libre, 108f 
Gluconeogénesis, glucólisis, 113-114, 114f 
Glucoproteínas, 281-282, 282f 
sistema de control de calidad, 281-282, 282f 
Glucosa 
almacenamiento, 618, 618f 
amplificación de señales, 620 
catabolismo, 107-108 
efecto, 501 
estructura, 42f 
movilización, 618, 619-620, 619f 
nivel de regulación, 618-622 
oxidación, 93 
transporte, 152, 632-633, 633f 
Glucosaminoglucanos, 46, 235-236, 236f 
Glucosídicos, enlaces, 44 
Glucosilación 
enfermedades congénitas, 280-281 
Golgi, complejo, 284-287, 286f 
modificación de proteínas, 126 
retículo endoplásmico rugoso, 279-282 
Glucosiltransferasas, 280 
Glutamato, 165-166 
Golgi 
aparato, 286f 
complejo, 284-288. Véase también Vesicular, 
transporte 
cis Golgi red, 284 
compartimientos, 284 
COPII, vesículas cubiertas, 289-291 
descubrimiento, 284 
glucosilación, 284-287, 286f 
Golgi red trans, 284 
micrografía 
electrónica, 285f 
fluorescencia, 285f 
modelo esquemático, 285f 
movimiento de material, 287-288, 287f 
proteínas residentes, 292-294 
transporte vesicular, 287 
red cis (CGN), 284 
GPI, proteínas ancladas, 133 
Grabado profundo, micrografía, 728, 728f 


Grana, 209 
Granzimas, 692 
Grasas, 46-48 
Grasos, ácidos, 46-48, 47f 
oxidación, 180f 
saturación, 134, 134c 
Graves, enfermedad, 707PH-708PH 
GREB1, 497, 498f 
Griscelli, síndrome, 357 
GroEL, 78VE-80VE, 78VEf 79VEf 
GroEL-GroES, plegamiento de polipéptido, 
80VE-81VE, 80VEF 
Gruesos, filamentos, 359-361, 360, 361f 
Grupo sanguíneo, antígenos de, 126, 127f 
Grupos funcionales, moléculas biológicas, 40, 
40f 
Guanilil ciclasa, 641 
Guanina, 75, 386 
nucleótido de 
factores de intercambio (GEF), 628, 
628f 
inhibidores de disociación (GDI), 628, 
628f 
Guanosina, trifosfato de (GTP), 627-628, 
628f 
actividad celular, 75 
dímeros, 337, 337f 
ensamble de microtúbulos, 336-338 
proteínas, 608 
tubulina, 337-338, 337f 


H 

H*/K*-ATPasa, 154, 155f 

H1, histona, 482 

H2A, histona, 482, 482c 

H3, histona, 482, 482c 

Halobacterium salinarium, 154 

Halófilos, 13 

Haploides, grupo de cromosomas, 393 

Haplotipos, 412PH, 412PHf 

HARI, gen, 408 

Harvey, virus del sarcoma, 679VE 

HeLa, células, 3, 3f 

Helicasa, 541-542, 542f 

Hélice a, 54, 55f 

Hélice-asa-hélice (HLH), estructura, 510-511, 

511f 
Hematoencefálica, barrera 
Hematopoyéticas, células primordiales, 19PH, 
686, 686f 

trasplante, 709PH 

Hemicelulosas, 261 

Hemidesmosomas, 244-245, 244f, 252f 

Hemólisis, 140 

Hemolítica, anemia, 142 

Hepáticas, células, respuesta al glucagon o 
adrenalina, 619-620, 619f 

Heptosas, 42 

Herbicidas, 220 

Herceptina, 672 

Hereditario no poliposo, cáncer colónico 
(HNPCC), 667 

Hers, H. G., 299PH 

Hershey-Chase, experimentos, 415VE-416VE, 
415VEf 416VEf 


ÍNDICE ALFABÉTICO l-11 


Heterocromatina, 484-489 
código de histona, 487-489, 487f 
constitutiva, 485 
eventos durante la formación, 489, 489f 
facultativa, 486-487, 486f 
Heterodoble, 598 
Heterogéneos, RNA nucleares, 434, 434f 438f, 
444 
Heteroplasmia, 201PH 
Heterotriméricas, proteínas G, 609, 609f 610- 
611, 610c, 611f 
Heterotrofos, 206 
Hexosas, 42 
Hialurónico, ácido, 236 
Hibridación, ácido nucleico, 745-746 
Hibridomas, 763-764 
Hidrocarburos, 40 
Hidrodinámico, radio, 735 
Hidrofílicos, residuos de aminoácidos, 53, 53f 
Hidrófobas 
interacciones, 36, 36f 
moléculas, 36 
Hidrofobia, 131 
Hidrogenación, 48 
Hidrógeno 
átomo, 32 
enlaces de 
no covalentes, 35, 36f 
moléculas de agua, 37, 37f 
mapa de densidad electrónica, 99, 99f 
Hidrólisis, 89-91, 90f 91/; 114 
Hidropatía gráfica, 131, 131f 
Hidrotérmicos, respiradores, 851 
Hielo-agua, transformación, 88, 88]; 88c 
Hierro y azufre 
centro, 186, 186f 
proteínas, 186 
Hierro 
elemento de respuesta, 525, 526f 
proteína represora, 525, 526f 
Hipermutación somática, 698 
Hiperosmótico, compartimiento, 145, 145f 
Hipertensión, 103 
Hipertermófilas, 13 
Hipertónico, compartimiento, 145, 145f 
Hipoosmótico, compartimiento, 145, 145f 
Hipoparatiroidismo, 613PH 
Hipotónica, solución, 145, 145f 
Histona 
acetilación, 488, 488f 
acetiltransferasas, 517, 517f 
código, 487-489, 487f 
desacetilasas, 519 
localización, 516, 516f 
metiltransferasa, 488 
modificaciones, 497 
Histonas, 481-483, 481c, 482c 
Hoja 
organización funcional, 208, 208f 
plegada B, 54-55, 55f 
Holliday, uniones, 598 
Homodímero, 142 
Homóloga, recombinación, 761 
Homólogas, proteínas, 74 
Homología, modelación, 130 
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Homólogos, cromosomas, 382, 382/, 383, 383f; 
593 

Hsp60, chaperonas, 79 VE 

Hsp70, chaperonas, 79 VE 

Huellas, DNA, 395, 395f 

Humana, virus de la inmunodeficiencia (VIH), 
22, 23f, 24, 24f 

Humano, sistema inmunitario, 683f 

Humoral, inmunidad, 686 

Huntington, enfermedad, 396PH-397PH, 
396PHf 

Huso, formación de un polo, 576, 576f 

Hutchinson-Gilford, síndrome de progeria 


(HGPS), 477 


I 
I, células, enfermedad, 299PH 
Tbritumomab tiuxetan, 672 
Icosaedro, 22 
Imatinib, 72-73, 674 
Importinas, 479 
Impulsos nerviosos 
potencial de acción, 162-163, 162f 
velocidad, 162-163 
In situ, hibridación, 397, 749-750, 750f 
Inactivado, cromosoma X, 486-487, 486f 
Indirecta, inmunofluorescencia, 765 
Individual, molécula, secuencia, 755 
Individuales 
moléculas, pruebas, 322-323, 322f 
polimorfismos nucleótidos (SNP), 409 
Inducible, operón, 501, 502f 
Inflamación 
adhesión celular, 247PH-248PH 
respuesta innata, 685 
Información genética, traducción de, 461-464, 
4615 462f 
Iniciador, 538 
Inicio 
complejo de reconocimiento de (ORC), 
547, 548f 
factores de, 462 
Inmunitaria, respuesta 
activación de linfocitos T, 690-693 
antígeno-receptor, complejos unidos a la 
membrana, 699, 699f 
autoanticuerpos, 689 
complejo de histocompatibilidad mayor, 
699-703 
distinción entre lo propio y lo ajeno, 
704 
enfermedades autoinmunitarias, 
707PH-709PH 
estructura molecular de anticuerpos, 
693-696 
inflamación, 685 
inmunidad 
humoral, 686 
mediada por células, 686 
linfocitos, 686, 704-706, 706f 
citolíticos naturales, 685-686, 685f 
receptores 
de antígeno de los linfocitos B y T, 
696-699 
tipo toll, 684-685, 685f 


respuesta 
adaptativa, 686 
inmunitaria innata, 684-686, 684f 
selección clonal 
linfocitos B, 687-689 
teoría, 687-690, 687f 
sistema inmunitario, 683f 
vacunación, 689-690 
vías de transducción de señales, 706-707 
Inmunitarias, funciones reguladoras, 
anticuerpos que intervienen, 709PH 
Inmunodepresores, fármacos, enfermedades 
autoinmunitarias, 708PH 
Inmunofluorescencia directa, 719-720, 765 
Inmunoglobulina, superfamilia, 249, 249f 
Inmunoglobulinas, 693-696 
cadenas 
ligeras, 693-695 
pesadas, 693-696 
clases, 693c 
subregiones hipervariables, 695 
Inmunolocalización, 765 
Inmunoterapia 
activa (o adoptiva), 672-673 
cáncer, 672-673 
inmunoterapia pasiva, 672 
Inmunotransferencia (Western blof), 738,764 
Innato, sistema inmunitario, 684-686, 684f 
Inorgánicas, moléculas, 39 
Inositol, 1,4,5-trifosfato, 617, 617c 
Insulina 
diabetes mellitus, 633 
glucosa, 632-633, 633f 
producción, 618 
resistencia, 633 
receptor 
proteína tirosina cinasa, 631, 631f 
señalización, 631-633 
secuencia, 54 
sustrato receptor (IRS), 631-632, 632f 
Integrales, proteínas de membrana, 128-132 
distribución, 128 
dominios transmembrana, identificación, 
130-132 
espectroscopia EPR, 132, 133f 
estructura y propiedades, 128-132 
hélice, 132f 
patrones de movimiento, 138, 138f 
relaciones espaciales, 132, 132f 
replicación con fractura congelada, 128, 
129f 
síntesis, 278-279, 278f 
Integrinas, 239-242 
activación, 241f 
adhesión a las células, 240 
capacidad para unirse a ligando, 240 
conformación, 239-240, 240f 
formación de coágulo, 241, 242f 
inflamación, respuesta, 247PH-248PH 
RGD secuencia, 241-242, 241c 
señales de afuera y adentro, 240-241 
Intercelular 
adhesión, 245-254 
caderinas, 249-250, 250f 
desmosomas, 251-253, 253f 


receptores de adhesión celular, 253-254 
selectinas, 245-246, 246f 
señalización transmembrana, 253-254 
superfamilia de inmunoglobulinas, 249, 
249f 
unión adherente, 251, 252f 
complejo de unión, 251, 252f 
interacción, membrana plasmática, 119 
reconocimiento, 245, 246f 
unión, 252f 
Intercinesis, 595 
Interferencia, microscopio de, 719 
Interferencia diferencial, contraste de (DIC), 
719,719f 
Interferón, elemento de respuesta estimulado 
por, 706 
Interferones, 686 
Interleucina 4, 706 
Intermedia, meiosis, 591, 591f 
Intermedios, filamentos, 347-351 
carácter dinámico, 348, 349f 
ensamble y desensamble, 348-349, 348f 
neurofilamentos, 349 
organización con células epiteliales, 349, 
350f 
propiedades, 318, 319c, 347c 
proteína, puentes cruzados, 347, 348f 
tipos y funciones, 349-351 
Intermembranal, espacio, 175 
Interna 
energía, 85-86, 86f 
masa celular, 761 
membrana limitante, 175 
membrana mitocondrial, 175, 309-310 
Internacional Mapa de Haplotipos, Proyecto, 
412PH 
Intraflagelar, transporte, 343-344, 343f 
Intrones, 400-401, 438-439 
autocorte y empalme, 443-444, 444f 
descubrimiento, 439f 
eliminación del pre-mRNA, 442-447 
gen 
eucariota, 439f 
globina, 440f 
ovoalbúmina, 441f 
grupo I, 443 
grupo II, 443-444, 4444; 446f 
Inversa 
genética, 760 
transcriptasa, 105PH, 403 
Inversiones cromosómicas, 491PH, 491PHf 
Inyección, DNA, 758, 758f 
Tones, 33, 146-151 
sistemas de transporte, 153-154 
lónicas, concentraciones, dentro y fuera de la 
célula, 153c 
Tónico 
enlace, no covalente, 33-35, 35f 
intercambio, 735 
lónicos, conductos 
activados por ligando, 148 
defectos como causa de enfermedad 
heredada, 156PH-157PH 
enfermedad hereditaria, 156PH-157PH, 
156PHc 


mecanoactivados, 148 
potasio activados por voltaje, 138-151 
registro con pinza y parche, 147, 147f 
selectividad, 148 

lonización, 33, 52, 52f 

Irreversibles, inhibidores, 102 

Isoeléctrico, punto, 735 

Isoformas, 74 

Isoosmóticos, fluidos, 145, 145f 

Isotónicos, fluidos, 145, 145f 


J 
J, gen, secuencia, 696-698 


J, segmento, 696, 697f 
Jabones, ácidos grasos, 47, 47f 
JAK-STAT vía, 706 


K 
K*, conductos de fuga, 160 
Kaposi, sarcoma, 613PH 
Kappa, cadenas, 694 
ligeras, 696-698 
Kartagener, síndrome, 340PH 
KcsA, conducto, 148-149, 1487; 
149f 
KDEL, receptor, 292 
KIF5B, cinesina, 3305 331 
Klinefelter, síndrome, 597PH 
Kupfter, células, 297, 298f 
Kv, conductos, 149-151 


L 
Li 
deficiencia, 249 
familias, 404 
moléculas, 249 
Lac, operón, 501, 503f 
Lactosa, 44, 500 
Lambda 
cadenas, 694 
fago, 750-751, 751f 
Lamelipodio, 370,371f 
movimiento, 372, 373f 
Láminas, 477, 477f, 643 
Laminina, 237, 254 
Largo plazo, potenciación a, 165 
Lateral, transferencia genética, 28VE 
Laterales, cadenas, propiedades, aminoácidos, 
50-53 
Lectura, marco de, 461 
Leguminosos, nódulos, 760 
Lentas, fibras, 183PH, 183PHf 
Lente de objetivo, microscopio óptico, 716 
Lentes, sistema de comparación, microscopio 
óptico y electrónico, 724, 724f 
Leucemia, 670, 670f 
Leucina, estructura cremallera, 511 
Leucocítica, deficiencia de adhesión, 247PH- 
248PH 
Levadura, cromosoma artificial de, 756 
Levaduras 
movimiento de cromosomas, 583, 583f 
pasajes de nucleosomas, 519f 
proteínas de, 61 
sistema de dos híbridos, 737, 737f 


Ley de todo o nada, 162 
Libre, energía, 87-92 
acoplamiento de reacciones 
endergónicas y exergónicas, 90-91 
equilibrio o metabolismo en estado 
estable, 91-92, 924 
glucólisis en el eritrocito humano, 108, 
108f 
procesos exergónicos y endergónicos, 
87-88 
reacciones 
metabólicas, 89-90 
químicas, 88-89 
Ligamiento, cromosomas como grupo de, 382- 
383 
Ligando, conductos activados por, 148, 608-609 
Ligandos, 119 
Ligeras, cadenas, 693-695, 693c, 694f 
Lignina, 262 
Linaza, aceite, 47f 
Lineweaver-Burk, gráfica, 101, 101f 
Linezolida, 104PH 
Linfocitos 
activación por señales en la vía celular, 704- 
706, 705f 
inmunidad adaptativa, 686 
reordenamiento de las secuencias de DNA 
para Ig, 698 
vías de transducción de señal, 706-707 
Linfoides, células, 688 
Linoleico, ácido, 134c 
Lipídicas 
bicapas 
estructura, 134, 134f 
membrana plasmática, 120-121, 120f 
naturaleza, importancia, 124-125 
balsas, 135-136, 135f 
Lípidos, 46-49 
composición, 279, 280f 
esteroides, 48, 48 
fosfolípidos, 48-49, 48f 
grasas, 46-48, 47f 
moléculas de, 128, 128f 
proteínas ancladas a, 128, 133 
Lipofección, 758 
Lipofuscina, gránulo, 299 
Liposomas, 124, 125f 
Líquida, cromatografía en columna, 735-737 
cromatografía 
afinidad, 736, 736f 
filtración en gel, 735-736, 736f 
intercambio iónico, 735, 735f 
determinación de interacciones 
proteína-proteína, 736-737 
Liso, retículo endoplásmico, 273, 274f. Véase 
también Endoplásmico, retículo 
Lisosomas, 297-300 
autofagia, 298-299, 298f 299f 
células Kupffer, 297, 298f 
defectos, 299PH-300PH 
muestra, 298c 
Lisosómicas 
enzimas, 293-294, 293f 
ordenamiento, 292-294 
proteínas, 276-277, 276f 
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Lisosómico, almacenamiento, enfermedades, 
299PH-300PH, 300PHf 
Listeria, propulsión, 368 
Listeria monocytogenes, 309 
Lítica, infección, 23, 23f 
Locomoción ciliar y flagelar, 345-346 
Luminal, espacio, 273 
Luz 
absorción, 211-212 
antena recolectora, 213 
complejo II recolector (LHCII), 215 
conversión a energía química, 85, 85f 
reacciones 
dependientes, fotosíntesis, 210 
independientes, fotosíntesis, 210 
transporte de iones, 154-155 
Luz (lumen), 209 


M 
M, fase, 569-590. Véanse también Citocinesis; 
Mitosis 
Macromoléculas, 40-41 
bloques de construcción, 40-41 
composición de un ribosoma de mamífero, 
428, 428f 
energía, 87 
formación de estructuras complejas, 76-77 
polimerización, 40, 40f 
Maduración, factor promotor de (MPF), 563- 
564, 5631, 599V E-602V E 
Magnificación 
microscopio óptico, 716-717, 717f 
vacía, 717, 717f 
Maíz, transposición, 402, 402f 
Mal plegadas, proteínas 
control de calidad, 281-282, 282f 
mecanismos que aseguran la 
destrucción, 282 
Maligno, melanoma, 763 
Mama, cáncer, 664, 664f 
Mamarias, glándulas, células de, 254, 254f 
Mamífero, membrana plasmática espermática 
de, diferenciación, 140f 
Manchado, 745-746, 745f 
MAP, cinasa, 629-630, 629f. Véase también Ras- 
MAP vías de cinasa 
MAPK, familia, 630 
Marcador, cromosoma, 496 
Marco de lectura, mutaciones por cambio en 
el, 466 
Mariguana, 165 
Masas 
espectrometría de, 69-71, 70f 
espectroscopia de, 739-740, 739f 
Matriz 
deserción/ionización asistida por (MALDI), 
740 
metaloproteinasas de la, 238-239, 
248PH 
MCIR, 557PH 
MDM2, proteína, 662 
Mecánica, energía, 85, 85f 
Mecánicos, ciclos, 328 
Mecanoactivados, conductos, 148 


Médula ósea, trasplante, 19PH 
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Meiosis, 590-598 moléculas lipídicas, 128, 128f huso mitótico, 578, 579f 
anafase I, 595 proteínas ancladas a lípidos, 128, 133 microtúbulos, 578-579 
bivalente o tétrada, 594 proteínas periféricas, 127-128 placa, 578 
cigótica o inicial, 591, 591f de la membrana, 132-133 Metafase I, meiosis, 595, 595f 
complejo sinaptonémico, 593-594, 593f rastreo de partículas únicas, 137-139, Metafase II, meiosis, 595 
esporas o intermedia, 591, 591f 138f Metagenoma, 13, 14 
etapas, 590, 5904, 591-595, 592f solubilización con detergentes, 129, 129f Metástasis, adhesión celular, 247PH-248PH 
falta de disyunción, 596PH-597PH, Memoria, linfocitos B de, 688 Metilguanosina, capuchón, 441-442, 442f 
596PHf Mensajero, RNA (mRNA), 421-422 Metiltioninio, cloruro, 67PH 
gamética o terminal, 590-591, 591f aplicaciones clínicas, 451PH-452PH MHC 
inicial, 591, 591f compartimentalización nuclear, 498, 498f clase I restringidas, 703 
metafase 1, 595, 595f control clase II restringidas, 703 
metafase II, 595 estabilidad, 526-527, 526f moléculas clase I 
profase I, 591-594, 592f traducción, 525-526, 525f complejos peptídicos, 701-703, 702f 
profase 11, 595 degradación en células de mamífero, vías clásicas del procesamiento de 
recombinación genética, 597-598, 598f 526-527, 526f antígenos, 701-703, 702f 
telofase I, 595 edición, 523 moléculas clase II 
Meiótica, disyunción, 596PH-597PH, 596PHf estructura, 437, 437f complejos-peptídicos, 7024 703 
Melanosomas, 357 extremo 5' y colas de, 441-442 vías de procesamiento de antígenos, 
Membrana hnRNA, 437, 438f 702f, 703 
asociada con partículas, 128 localización citoplásmica, 524-525, 524f Michaelis, constante, 101 
basal, 140, 232, 233f mRNA eucariotas, procesamiento, 440- Microbioma, 14 
estructura, 238, 239f 447 Microcuerpos, 200-201, 200f 
biosíntesis en el retículo endoplásmico, 279 pre-mRNA, 439, 441f Microespigas, 373, 374f 
carbohidratos de la, 126 corte y empalme, 444-446, 445f Microfibrillas, 261 
complejos unidos a la, antígeno-receptor, 446f Microfilamentos, 351-358, 357f 
699, 699f procesamiento del mRNA, 442, 443f actina, ensamble, 353, 354f 
curvatura, 290, 291f RNA elongación, 352 
dominios, polaridad celular, 140, 140f corte y empalme, 442-447 ensamble y desensamble, 352-353 
eritrocítica, esqueleto, 142-143 nucleares heterogéneos, 434, 434f estructura del filamento actina, 351, 351f 
fluidez, 133-136 síntesis y procesamiento, 434-448 miosina, 354-358 
balsas lipídicas, 135-136, 135f transcripción, 435-437 nucleación, 352 
importancia, 134-135 vigilancia y control de calidad, 466-467 propiedades, 318, 319c 
mantenimiento, 135 Mesenquimatosas, células primordiales, 244 Micromatrices, DNA, 505-508, 506f 
puntos de fusión de los ácidos grasos, Mesófilas, células, 227 Micro-RNA (miRNA) 
134, 134c Metabólica, regulación, 112-114 cáncer, 667 
temperatura de transición, 134, 134f inhibición por retroalimentación, 113, control del nivel de traducción, 527-528, 
lípidos de, 122-126 113f 528f 
asimetría, 125-126, 126f modificación covalente, 112-113 expresión génica, 452-454 
bicapa lipídica, 124-125 modulación alostérica, 113 vía para la síntesis, 450f 
colesterol, 123-124, 124f vías de separación anabólica y catabólica, Microsatélite, DNA, 395 
composición, 124c, 279, 280f 113-114 Microscopia, 722, 729-730, 729f 
fosfoglicéridos, 122-123, 123f Metabólicas electrónica de transmisión, 722-723, 723f 
movilidad, 139-140 reacciones, cambios en la energía libre, 89-90 fluorescencia basada en láser, 322-323 
síntesis en el retículo endoplásmico, 279 vías, 41, 105 Microsomas, 269 
mantenimiento de la asimetría, 279, 279f Metabólicos, intermediarios, 41, 105 Microsómica, fracción, 269, 270f 
permeable, 144, 145f Metabolismo, 105-114 Microtúbulos 
potenciales, 159-166 captura y utilización de energía, 107-112 astrales, 578 
potencial, acción, 160-163, 161f fermentación, 111-112, 111f células vegetales, 335-336, 335f 
potencial en reposo, 159-160, 160f generalidades, 105-106 cilios y flagelos, 339-346 
proteínas de unión con, 367 glucólisis cromosómicos, 578 
ribosomas unidos a la, 275-276, 278-279, en comparación con gluconeogénesis, dinámica, 577-578, 577f 
278f 113-114, 114f en células vivas, 338, 338f 
tránsito con marca fluorescente, 283, 283f y formación de ATP, 108-111, 108f estructura y composición, 324-325, 325f 
Membrana, proteínas, 127-133 oxidación-reducción, 106-107 flujo de, en el huso de la metafase, 579,579f 
clases, 127-128, 127f poder reductor, 112 GTP, requerimientos, 336-338 
control de la movilidad, 139-140 regulación metabólica, 112-114 inestabilidad dinámica, 337-338, 337%; 338- 
difusión después de la fusión, 136-137, tres etapas, 106, 106f 339, 339f 
137f vías localización, 326, 326f 
fluorescencia, recuperación después de anabólicas, 106 microtúbulo deslizante, 346, 347f 
fotoblanqueamiento (FRAP), 137, catabólicas, 105 motilidad intracelular, 327-328 
137f Metabolitos, 41 nucleación, 334-335 
integrales, 128-132 Metafase en centrosoma, 333-334, 333f 
membrana, dominios y polaridad celular, mitosis, 578-579 organelos, transporte, 320, 320f 


140, 140f flujo de microtúbulos, 579, 579f polares (interpolares), 578-579, 579f 


propiedades, 318, 319c 
dinámicas, 335-339 
proteínas motoras, 328-332 
relación espacial, 326, 326f 
soportes y organizadores estructurales, 326 
transporte 
axónico, 327-328, 327, 328f 
mRNA, 525 
Microtúbulos, centros de organización 
(MTOC), 333-335 
centrosomas, 332c, 333-334 
cuerpos basales, 334 
nucleación de microtúbulo, 334-335 
Microtúbulos, proteínas relacionadas con 
(MAP), 325-326, 325f 
Microvellosidades, 367c 
Mielina, vaina, 122, 122f, 159 
Mielinización, esclerosis múltiple, 163 
Miofibrillas, 359 
Mioglobina, 57-58, 57f, 100, 100f 
Miosinas, 354-358 
citocinesis, 587-588, 587f 
conos de crecimiento, 354, 354f 
convencionales (tipo II), 354-356 
filamento bipolar, 354-355, 356f 
miosina subunidad 1, 352, 352f 
miosina V, 356-357, 356f 
miosina VI, 357 
motores con base en el microtúbulo y en el 
microfilamento, 357, 357f 
movimiento por lamelipodio, 372, 373f 
no convencionales, 356-358 
miRNA, 453 
Mitocondria, 174 
captación de proteínas, 309-311, 310f 
ciclo del ácido tricarboxílico, 179-181, 179% 
180f 
enzimas reducidas en la formación de ATP, 
181-182, 181f 
estructura, 175, 176f 
formación de ATP, 182-191, 192-200 
potenciales 
de oxidación-reducción, 182-185, 1824 
redox estándar, 184, 184c 
transporte de electrones, 185-191, 185f 
fuerza motriz de protones, 191-192, 192f 
función anormal, enfermedades, 201PH- 
203PH 
fusión y fisión, 175, 175f 
glucólisis, 178, 179f 
matriz mitocondrial, 176-177 
membranas mitocondriales, 175 
metabolismo 
de carbohidratos, 177, 177f 
oxidativo, 175-182 
respiración aeróbica, 199-200, 199f 
traslado de protones, 191-192 
Mitocondrial, matriz, 176-177 
Mitocondriales, membranas, 175 
Mitosis. Véase también etapa específica 
anafase, 579-585 
ciclo celular, 561, 562, 563f 
definición, 569 
etapas, 570f 
fuerzas requeridas, 585, 586f 


metafase, 578-579 
profase, 571-576 
prometafase, 576-578 
proteínas motoras, 585, 586f 
telofase, 585 
Mitóticas, ciclinas, 564 
Mitótico, huso, 574-576, 575/, 581-582, 581% 
588, 588f 
Mitóticos, cromosomas, 484, 489-491, 4905, 
571-573, 5714 572f 
Mixta, grasa, 48 
Moderadamente repetida, fracción, secuencias 
DNA, 394, 398 
Molecular, base de contracción, 361-363 
Moleculares 
chaperonas, 63, 68, 687, 78 VE 
filamentos delgados, organización, 360, 361f 
Moléculas 
de cinesina, movimiento, 329 
de lípidos, 128, 128f 
Monoclonales, anticuerpos, 708PH, 763-764 
Monómeros, 40, 41f 
polimerización, proteínas, 366-367 
proteínas para secuestro de, 366 
Morfogénesis, 250 
Mosaico del tabaco, virus, 22 
Mosca de la fruta (Drosophila) 
análisis genético, 383, 383f 
cromosomas 
homólogos, 383, 383f 
politénicos, 385-386, 385f 
entrecruzamiento, 384-385, 384f 
respuesta inmunitaria innata, 684-685, 684f 
Motas, 498-499, 498f 
Motilidad 
celular dirigida, 370, 371f 
pruebas, 322 
Motor microtubular dirigido, 328 
Motoras, proteínas, 328-332 
cinesinas, 328-331, 329f 
dineína citoplásmica, 331-332, 331f 
mitosis, 585, 586f 
Movimiento, proteína de, 258 
MtDNA, mutaciones, 201PH-203PH, 202PHf 
Muerte por abandono, linfocitos T, 704, 704f 
Muestra, preparación 
microscopia electrónica, 724-728, 725f 
microscopio de campo brillante, 718 
Múltiple, esclerosis (MS), 163, 707PH, 709PH 
Multiproteínico, complejo, 59-60, 60f 
Multivesiculares, cuerpos (MVB), 305 
Mus musculus, 17f 
Muscular, contractilidad, 359-365 
anatomía funcional de una fibra, 364f 
bases moleculares de la contracción, 
361-363 
energía del deslizamiento del filamento, 
363 
estructura del músculo estriado, 359- 
360, 359f 
excitación-contracción, 363-365 
filamentos gruesos y delgados, 360-361 
modelo de filamento deslizante, 360-365 
sarcómeras, 359-360, 360f 
tropomiosina, 364-365, 364f 
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Mutador, fenotipo, reparación DNA, 667 
Mutagénesis, 760 

dirigida a un sitio, 72, 760 
Mutantes, fenotipos, 271-272, 272f 
MYC, gen, 665-666 
Mycobacterium tuberculosis, 308 
Myoplasma genitalium, 18 


N 

Na'/glucosa, cotransporte, 158 
Na'/K*-ATPasa, 153-154, 154f 193, 193f 
Nacientes, polipéptidos, 68, 277 
NADPH, 112, 218-219 

Nanotecnología, 323 

Nanotúbulos, 258 

perforantes, 258, 259f 

Naturales, linfocitos citolíticos, 685-686, 685f 
Negativa, selección, linfocitos T, 704, 704f 
Negativo, superenrollado, DNA, 391 
Nernst, ecuación, 160 

Nerviosa, célula, estructura, 159, 159f 
Nerviosos, impulsos, 162-163 

Neto, flujo, 143 

Netrina, 373 

Neumococos, 413VE-414VE, 414VEFf 
Neumonía, 413VE 

Neural, placa, 374 

Neurofibrilares, marañas, 67PH, 326 
Neurofilamentos, 349 

Neuromusculares, uniones, 163, 163f 363 
Neurotransmisión, 163-166 

Neutrófilos, respuesta inflamatoria, 247PH- 
248PH, 247PHf 

Nexina, 345-346 


Nicotinamida adenina, dinucleótido de 


cadena de transporte de electrones, 
110 
deshidrogenasa, 189 
estructura, 110f 
formación, 110, 110f 
ATP, 110, 181-182, 181f 
oxidación química, 109, 109f 
reducción a NADH, 110, 110f 
Nicotínico, receptor de acetilcolina, 166VE- 
169VE 
Niemann-Pick, enfermedad, 306-307 
NIH3T3, células, 679VE 
Nítrico, óxido 
activador de la guanilil ciclasa, 641 
inhibición de la fosfodiesterasa, 641-642 
mensajero intracelular, 640-642 
Nitrogenadas, bases, de los ácidos nucleicos, 
75, 75f 
itrógeno, fijación, 13, 759-760 
itróxidos, 132 
MDA, receptor, 165-166 
o cíclica, fotofosforilación, 220-221 
o codificadores, RNA, 454-455 
o competitiva, inhibición, 103 
o convencionales, miosinas, 356-358 
o covalentes, enlaces, 33-38 
agua, 36-38 
enlace iónico, 33-35, 35f 
enlaces de hidrógeno, 26f 35 
fuerzas de van der Waals, 36, 37f 


N 
N 
N 
N 
N 
N 
N 
N 
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No covalentes, enlaces (conz.) 
interacciones hidrófobas, 36, 36f 
proteínas, 57, 58f 
No homólogos, extremos, 555-556, 555f 
No lisosómicas, proteínas, separación y 
transporte, 294-297 
No plegada, proteína, respuesta, 282, 283f 
No polares 
aminoácidos, 51f 52 
moléculas, 33 
No progresivo, motor, 361-362 
No repetidas, secuencias de DNA, 394, 398-399 
No saturados, ácidos grasos, 47 
No traducidas, regiones, 524 
No transcrito, espaciador, 430 
Northern, método, 746 
Nucleación, 335-336, 336f, 352 
proteínas de, 365-366 
Nuclear 
compartimentalización, 498, 498f 
complejo del poro, 477-481, 478f, 479f 
envoltura, 476-481, 476f 
asociación con los cromosomas 
meióticos, 593, 593f 
complejo del poro nuclear, 477-481 
disolución, 576 
lámina nuclear, 477, 477f 
estructura, replicación de células eucariotas, 
550-551, 551f 
exportación de señales, 481 
fragmentación, 645, 645f 
lámina, 477, 477f 
matriz, 499, 499f 
promotor, 512 
proteína, importación, 479-481, 480f 
resonancia magnética (NMR), 58 
señal de localización, 478-479 
transcripción, factores, 665-666 
Nucleares, RNA polimerasas, 426c 
Nucleicos, ácidos, 74-76 
bases nitrogenadas, 75, 75f 
fraccionamiento, 742-744 
hibridación, 393, 745-746 
purificación, 742 
secuencia, 26VE-27VE, 27VEc 
separación de DNA por electroforesis, 
742-743, 743f 
ultracentrifugación, 743-744 
Nucleoide, células procariotas, 9 
Nucléolo, 428, 428f 
Nucleoporinas, 478 
Nucleosomas, 481-484, 483f 
partícula nuclear, 482 
pasaje de nucleosoma en los genes de 
levaduras, 519f 
presencia o ausencia, 519 
Nucleotídica, reparación de la escisión, 553, 
5531, 667 
Nucleótidos, 74-75, 75f 386, 387f 
secuencia, 26V E, 27V Ec 


Numérica, abertura, microscopio óptico, 717 


(0) 
Ocludina, 256 


Ocular, lente, microscopio óptico, 716 


Okazaki, fragmentos, 541, 546, 550 
Oleico, ácido, 134c 
Olfatorios, receptores, 622 
Oligosacáridos, 44, 126, 127c 
cadenas, 280 
síntesis, 280, 281f 
Oligosacariltransferasa, 277 
Oncogenes 
acción, 656f, 657-658 
adicción, 673 
codifican 
factores de crecimiento o sus receptores, 
664-665 
factores de transcripción nuclear, 665- 
666 
productos que afectan la apoptosis, 666- 
667, 667f 
proteína cinasas citoplásmicas, 665 
daño al DNA, 663-664, 664f 
descubrimiento, 676VE-679VE 
identificación, 629 
Oocito de mamífero, 5c 
Oogonia, 591 
Operador, 501 
Operón 
AMP cíclico, 501 
gen regulador, 501 
genes estructurales, 500-501 
inducible, 501, 502f 
lac, 501, 503f 
operador, 501 
organización, 500f 
promotor, sitio, 501 
represor, 501, 502f 
_ trp,501 
Optica, microscopia, 718 
Óptico, microscopio, 716-722 
comparación de lentes, 724, 724f 
contraste, 717-718 
diagrama de un corte, 716f 
fijador, 718 
fotorreceptores, 716-717, 717f 
límite de resolución, 717 
microscopia 
contraste de fase, 718-719, 719f 
fluorescencia, 719-721 
con video y procesamiento de 
imágenes, 721-722, 722f 
microscopio 
confocal de barrido láser, 721 
de fluorescencia con súper 
resolución, 722, 723f 
montura completa, 718 
preparación de muestras, 718 
rayos de luz, 716, 716f 
resolución, 716-717, 717f 
tinción, 718, 718f 
visibilidad, 717-718 
Orbitales, 32c 
Organelos 
recambio, 298 
transporte 
mediado por cinesina, 330-331, 330f 
microtúbulos, 320, 320f 


Orgánicas, moléculas, 39 


Organismos modelo, 15-16, 17f 
Oskar, mRNA de, 525 
Osmosis, 145-146, 145% 146f 
Osteogénesis imperfecta, 235 
Ovoalbúmina, gen, 440, 441f 
Ovocitos primarios, 591 
Oxidación de ácidos grasos, 180 
Oxidación-reducción 
potenciales, 182-185, 182f 
reacciones, 106-107 
Oxidante, agente, 106-107, 107f 
Oxidativa, fosforilación, 110, 182 
Oxidativo, metabolismo, en la mitocondria, 
177-182 
Oxígeno 
átomos, 32 
cinética de la liberación, 217, 217f 
complejo desarrollador de oxígeno, 217 


fotosíntesis, 207, 213-220 


P 
P, cuerpos, 527 
P680, 214 
P700, 214 
Palanca oscilante, brazo de, miosina 11, 362- 
363, 362f 
Pancreático, cáncer, 669, 669c 
Panitumumab, 672 
Papanicolaou, frotis, 655, 656f 
Paquiteno, 594 
Paracelular, vía, 254 
Paracrina, señalización, 606, 606f 
Parcial, trisomía, 492PH 
Parejas, puente entre, 341 
Parkinson, enfermedad, 202PH 
PARP-1 inhibidores, 674 
Partición, coeficiente de, 144, 145f 
Partícula única, rastreo, 137-139, 138f 
Partículas beta, 730 
Pasiva 
inmunización, 67PH, 690 
inmunoterapia, 672 
Patrón, receptores de reconocimiento de, 684 
PDK1, cinasa, 632, 632f 
Peces, queratocitos de, 373f 
Pectinas, 261-262 
Pénfigo vulgar, 253 
Penicilina, resistencia, 105PH 
Penicilinasa, 105PH 
PEPCK, 511-512, 514, 514f 
Peptídicas, masas, huellas dactilares, 70 
Peptidilo, transferasa de, 464 
Péptidos 
aminoácidos, 40 
formación, 464 
proteínas MCH, 701-703, 703f 
Pequeñas moléculas, tratamientos dirigidos a, 
673-675,673 
Pequeños, RNA 
de interferencia, 449-451, 450f 451PH- 
452PH 
nucleares, 444 
Perforinas, 692 
Pericentriolar, material, 333, 335 
Periféricas, proteínas, 127-128, 132-133 


Periférico, tallo, 198 
Peróxido de hidrógeno, 34PH 
Peroxisomas, 200-201, 200f 
captación de proteínas, 309 
fotorrespiración, 225-226 
función, 203PH 
señal de dirección, 309 
Pesadas, cadenas, 693-696, 693c, 694f 
pH, 38-39, 191, 615f 616 
Philadelphia, cromosoma, 492PH 
PI3-cinasa, 632, 632f 
Piel, cáncer, 557PH 
Pigmentos fotosintéticos, 211-212 
Pilosas, células, 357, 358f 
Pinocitosis, 302 
Pinza beta (B), 542, 544f 
Pinza en parche, registro con, 147, 147f 
Piranosa, formación, 43, 44f 
Pirimidinas, 75, 386 
Piruvato 
deshidrogenasa, 60, 60f 
oxidación anaeróbica, 111-112 
Piwi, RNA interactivos, 454 
PKA, 621-622, 621f 
PKB, cinasas, 632-633, 632f 
Plantas 
glioxisoma, 201, 201f 
ingeniería genética, 750-760 
microtúbulos, 335-336, 336f 
proteínas vacuolares, 276-277, 276f 
regulación de calcio, 636 
transgénicas, 759, 759f 
vías de señalización, 633-634 
Plasmática, membrana 
actividades bioquímicas, 118 
apariencia trilaminar, 118f 
bicapa lipídica, 120-121, 120f 
carbohidratos, 126 
compartimentalización, 118 
composición química, 122-126 
descubrimiento, 117 
difusión 
agua, 144-146, 147f 
facilitada, 151-152, 152f 
fosfolípidos, 139, 139f 
iones, 146-151 
sustancias, 144-152 
energética del movimiento de solutos, 
143-144 
eritrocitos, 140-142, 141f 
estudios sobre la estructura, 119-121, 121f 
fluidez, 133-136 
funciones, 140, 140f 
en una célula vegetal, 119f 
fusión celular, 136-137, 137f 
interacción celular, 119 
lípidos, 122-126 
modelo de mosaico fluido, 121 
movimiento de sustancias a través de, 
143-158 
naturaleza dinámica, 136-143 
neurotransmisión, 163-166 
permeabilidad, 118 
potenciales e impulsos nerviosos, 159-166 
propiedades dinámicas, 125f 


proteínas, 127-133, 136-137 
restricciones en la movilidad de 
proteínas y lípidos, 137-143 
señales de transducción, 119 
transducción de energía, 119 
transporte 
activo, 152-158 
de solutos, 118 
Plasmáticas, células, 688, 689f 
Plasmodesmas, 258-260, 259f 
Plasmólisis, 146 
Plasticidad sináptica, 165-166 
Plástidos, 46 
Plastocianina, 218 
Plastoquinona, 215-216, 216f 
Plectina, 347 
Pluripotenciales, células, 20PH-21PH, 21PHf 
Poder de reducción, 112 
Polares 
aminoácidos con carga, 50-52, 51f 
aminoácidos sin carga, 514 52 
microtúbulos, 578-579, 579f 
moléculas, 33 
Polaridad, 144 
Polarizada, estructura, célula secretora, 273- 
274, 275f 
Poli (A) 
cola, 441-442, 442f 
polimerasa, 442 
Poliacrilamida, electroforesis en gel de (PAGE), 
737-739, 738f 
electroforesis bidimensional en gel, 739, 
739f 
proteínas de la membrana, 142 
SDS-PAGE, 738-739 
Policlonal, antisuero, 763 
Poliespermia, 381 
Polimerasa 
activación de la transcripción, 519 
reacción en cadena de, 751-753, 752f 
amplificación de DNA para clonación o 
análisis, 752-753 
comparación de moléculas de DNA, 753 
cuantificación de plantillas de DNA o 
RNA, 753 
secuencias de DNA, 753 
Polimerización, 40, 41f 
Polimorfismos genéticos, 408 
Polipeptídicas, cadenas 
aminoácidos, 40 
tipos de enlaces que unen azúcares, 126, 
126f 
Polipéptidos nacientes, 277 
Polipirimidina cercana al sitio de corte y 
empalme, 443 
Polipoidización, 399-400 
Polirribosomas, traducción, 467-468, 467f 
Polisacáridos, 44-46, 45f 
Politénicos, cromosomas, 385-386, 385f 
Pompe, enfermedad, 299PH 
Porinas, 175, 176f 
Poro, dominio, 149 
Positiva, selección, linfocitos T, 704, 704f 
Postraduccional, control, 529-530, 529f 


Postsinápticas, células, 163 
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Potasio, conductos iónicos, 148-151, 148f 150f 
Potencial de acción, 160-163, 161f 
despolarización, 160 
propagación como impulso, 162-163 
umbral, 161 
Prader-Willi, síndrome, 521-522 
pRB, proteína, 659-660, 660f 
Prematura, compacción cromosómica, 562 
Prematuro, envejecimiento, 202PH, 202PHf 
Pre-mRNA 
maquinaria de corte y empalme, 444-446, 
445f, 446f 
ovomucoide, 447, 447f 
procesamiento, 447, 447f 
sitios de corte y emplame, 442, 4427 443f 
transcripción, 439, 441f 
Preprofase, banda, 336, 589 
Prerreplicación, complejo, 548 
Pre-rRNA, 430, 433f 
Presinápticas, células, 163 
Primaria 
estructura, 54 
pared celular, 262 
Primario 
cilio, 339, 340PH, 340PHf 
cultivo, 732 
receptor electrónico, 214 
transporte activo, 158 
Primarios 
espermatocitos, 591 
ovocitos, 591 
Primasa, 541 
Primera ley, termodinámica, 85-86 
Pribnow, caja, 426 
Proapoptósicas, proteínas mitocondriales, 
liberación, 645, 645f 
Procariotas 
cantidad de biomasa, 14-15, 14c 
células 
características, 8-12, 13f 
comparación con células eucariotas, 9c 
conjugación bacteriana, 12, 12f 
diversidad, 13-15 
flagelo, 12 
movimiento, 12 
nucleoide, 9 
tipos, 12-15 
fotosintético, 207 
RNA polimerasa, 427, 427f 
Procentriolo, 574 
Procesamiento, nivel del, control de la expresión 
génica, 522-523, 522f 
Profase de mitosis, 571-576, 575f 
centrómeros, 573 
cinetocoros, 573, 574f 
cohesina, 572-573, 572f,573f 
condensina, 571-572, 572f 
cromátides, 572, 5724, 573f 
disolución de la envoltura nuclear, 576 
formación 
cromosoma mitótico, 571-573, 571f 
572f 
huso mitótico, 574-576, 575f 
partición de los organelos citoplasmáticos, 


576 
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Profase I, meiosis, 591-594, 592f 
Profase II, meiosis, 595 
Profesionales, células presentadoras de antígeno. 
Véase Antígeno, célula presentadora de 
(APC) 
Profilina, 366-367 
Progenitoras, células, 19PH, 19PHc 
embrionarias, 19PH-20PH 
Proinflamatorias, citocinas, 708PH, 709PH 
Prolina, 514 52 
Prometafase de mitosis, 576-578 
cinetocoro, 577 
comportamiento de microtúbulos, 577-578, 
577f 
congresión, 577 
inicio, 576-577, 576f 
movimientos cromosómicos, 577-578, 578f 
Promotor, elementos próximos, 512 
Promotores, 423, 435, 512, 512f 
Propagación de un impulso, 162-163, 162f 
Prostético, grupo, 57, 185 
Proteosomas, 529-530, 529f 
Proteína 
desarrollo de fármaco dirigido contra, 72- 
73,73f 
estabilidad, 529-530, 529f 
estructura, 53-59 
agua, 38, 38f 
determinación, 740-742 
primaria, 54 
secundaria, 54-56 
terciaria, 56-57 
isomerasa de disulfuro, 277 
movimiento, 268-269, 269f 
p53, contra el tumor, 660-663, 661f 662f 
síntesis, 275-276 
tirosina cinasa, 623 
Proteína-tirosina, fosforilación 
activación de la proteína cinasa, 623- 
625 
dimerización del receptor, 623 
interacciones proteína-proteína 
dependientes de la fosfotirosina, 625, 
625f 
señalización del receptor para insulina, 
631-633 
transducción de señal, 623-634 
vía de la cinasa RAS-MAP, 627-630 
Proteínas 
acoplamiento, 625-627 
adaptación y evolución, 73-74, 625, 626f 
aislamiento, purificación y fraccionamiento 
de, 734-740 
ancladas 
a lípidos, 128, 133 
por GPI, 133 
andamiaje, 630 
autoensamble, 63 
bloques de construcción, 49-53 
cambios 
conformacionales, 59 
dinámicos, 58-59, 59f 
captación después de la traducción, 
309-311 
chaperonas moleculares y, 63, 68, 68f 


complejo multiproteínico y, 59-60, 60f 
cristalografía por rayos X (o difracción), 
740-742, 740, 741f 
cromatografía líquida en columna, 735-737 
desnaturalización, 62-63, 62f 
diseño farmacológico basado en la 
estructura, 72-73 
electroforesis en gel de poliacrilamida, 737- 
739,738f 
enlaces 
cruzados, 367 
no covalentes, 57, 58f 
enzimas, 93 
especificidad, 49 
espectrometría de masas, 69-71, 70f 
estructura, 53-59 
aminoácidos, 49-50, 50f 
biológica, 49, 49f 
cuaternaria, 59, 60f 
terciaria, 65PHf 
familias, 74 
fibrosas, 57 
globulares, 57 
importación después de la traducción, 276 
integral, 127-132 
interacciones entre (proteína-proteína), 
59-60, 61f 
determinación, 736-737 
proteínas eje, 62, 62f 
isoformas, 74 
medición y análisis, 739-740, 739f 
mensajeras extracelulares, 608 
mioglobina, 57-58, 57f 
mutagénesis dirigida a un sitio, 72 
pared celular, 262 
periféricas, 127-128, 132-133 
plegamiento, 62-68, 62, 64PH-67PH 
precipitación selectiva, 734-735 
proteómica, 68-71, 69f 
purificación, 742 
que se unen, estructura y función de la 
cromatina, 487, 488f 
segmentos desordenados, 56-57 
transmembrana, 127 
Proteínas, cinasas 
caspasas, 643 
ciclo celular, 563-567 
función, 112-113 
oncogenes, 665 
proteína cinasa A, 619-622, 619f 
proteína cinasa C, 617, 617c 
señalización celular, 607-608, 607f 
Proteínica 
cubierta, ensamblaje, 291f 
ingeniería, 71-72 
Proteínicas, micromatrices, 70-71, 71f 
Proteínicos, dominios, 58, 58f 
Proteoglucano de tipo cartílago, complejo, 235- 
236, 236f 
Proteoglucanos, 235-236, 236f 
Proteólisis 
ciclina, 566 
progresión de la mitosis, 580, 580f 581f 
Proteómica, 68-71, 69f 
Protofilamentos, 324 


Protones 
bomba, 188, 189f 
fuerza motriz, 191-192, 192f 
gradiente, 198-199 
translocación, 191-192 
Protoplasto, 733 
Provenge, 673 
Provirus, 23-24 
Proyecto Genoma Humano, 408, 409, 412PH 
PTEN, genes, 664 
Pulso-persecución, experimento, 267 


Purinas, 75, 386, 387f 


Q 
Q, fiebre, 308 


Queratocitos, locomoción, 372 
Quiasma, 594-595 
Química 
energía 
grasas, 48 
conversión de luz a energía, 85, 85f 
conversión a energía mecánica o 
térmica, 85, 85f 
gen de naturaleza, 413VE-416VE 
oxidación, transferencia de energía, 109- 
110, 109f 
síntesis, DNA, 746 
Químicas, reacciones, cambios de energía libre, 
88-89 
Químicos, ciclos, proteínas motoras, 328 
Quimiocinas, 692 
Quimioosmótico, mecanismo, 181 
Quimiosíntesis bacteriana, 85/17 
Quimiotripsina, 97-98, 98f 
Quinolonas, 104PH 
Quística, fibrosis, regulador de conductancia 
transmembrana (CFTR), 156PH- 
157PH, 157PHf 
Quitina, 46, 46f 
Qumioautótrofos, 207 


R 

R, grupo, 50, 50f 

2R, hipótesis, 400 

Rab, proteínas, 295, 295f 

Radiales, estructuras, 341 

Radicales libres, 33, 34PH 

Radioisótopos, 730-731, 731c 

Rama, migración, 598 

Ran, 480 

Ran-GDP, 480-481, 480£ 

Ran-GTP, 480-481, 480 

Ranvier, nodos, 162 

Ras proteínas, 627 

Ras-MAP 

cascada de cinasa, 628 
vías de la cinasa, 627-630 

Ratón, núcleo de un huevo de, microinyección 
DNA, 758, 758f 

Ratones, bloqueo génico, 760-762, 761f 

Rauscher, ratón de, leucemia, virus (R-MLV), 
676VE-677VE 

Rayos láser dirigidos, 322 

Rayos X, cristalografía por, 56, 56f 130, 130% 
740-742, 7404, 741f 


RB, genes 
regulación del ciclo celular, 659-660, 
660f 
retinoblastoma, 658-660, 659f 
rDNA, regiones, 428 
Reacciones, cascada de, 619 
RecA, proteína, 597-598 
Recambio, número de, actividad catalítica, 101 
Recaptación, 164 
Receptor 
dimerización del, 623 
endocitosis mediada por, 302-304, 302f 
proteína tirosina cinasa (RTK), 608, 623, 
6241, 626f, 627-628 
regulación en el descenso, 305 
señalización celular, 606 
Recombinación, nódulos de, 594 
Recombinante, tecnología DNA, 746-751 
Redox 
potenciales, 184, 184c 
reacciones, 106 
Reducción, 106-107 
poder de, 112 
Reductores, agentes, 106 
Refractario, periodo, 161 
Regulada, secreción, 265 
Reguladores 
genes, 501 
linfocitos T, 692 
Renal, insuficiencia, 232 
Renaturalización, DNA, 393-394, 394f 
Reperfusión, 247PH 
Réplica, placa, 749-750, 750f 
Replicación. Véanse también Bacterianas, 
replicación de células; Eucariotas, 
replicación de células 
bidireccional, 537, 537f 
congelamiento-fractura, 128, 129f 728, 
727f,728f 
DNA, 390, 534-552 
horquillas de 
bacteriana, 537, 541-542 
eucariota, 549-550, 549c 
lugares de, 550-551, 551f 
semidiscontinua, 540-541, 540f 
Replisomas, 5437 549f 550 
Reposo, potencial en, 159-160, 160f 
Reprimible, operón, 501, 502f 
Reproducción. Véanse Bacteriana, replicación 
de células; Celular, reproducción; 
Replicación 
Reservas, entrada de calcio operada por 
(SOCE), 636, 636f 
Residuales, cuerpos, 299 
Residuos, aminoácidos, 50 
Resolución, microscopio óptico, 716-717, 717f 
Resonancia paramagnética electrónica (EPR), 
espectroscopia por, 132, 133f 
Respiratorias, cadenas, 185 
Respuesta, elementos de, 514 
Restricción 
mapa de, 746-747, 747f 
puntos, 564 
Retículo endoplásmico, proteínas residentes del, 
conservación, 292 


Retinitis pigmentosa, 612PH-613PH 
Retinoblastoma, 658-660, 659f 
Retrasada, cadena, replicación celular 
bacteriana, 540 
Retrógrada, dirección, 327 
Retrotransposones, 403-404, 403f 
Retrovirus, 403, 757 
Reumatoide, artritis, 708PH 
Rho, 426 
Rianodina, receptores, 635 
Ribointerruptores, 503 
Ribonucleasa 
desnaturalización y nuevo plegamiento, 62- 
63, 62f 
modelo de listón, 56, 56f 
ribonucleasa T,, 470VE 
Ribonucleico, ácido. Véase RNA 
Ribonucleoproteínas, 432, 444, 446f 
Ribosomas 
composición macromolecular, 428, 428f 
libres, síntesis de proteínas, 275-276 
máquinas programables, 463 
modelo, 463f 
reconstrucción, 77, 77f 
síntesis de proteínas, 275-276, 462-464 
integrales, 278-279, 278f 
síntesis y procesamiento, 428-434 
sitio A (aminoacilo), 463 
sitio E (de salida), 463 
sitio P (peptidilo), 463 
subunidades, 76-77 
Ribosómico, RNA (rRNA), 422, 422f. Véase 
Mensajero, RNA (mRNA) 
actividad catalítica, 470-471 
espaciador no transcrito, 430 
pre-rRNA, 430, 433f 
procesamiento, 430-432, 431f 432f 
RNA de transferencia, 433-434, 433f 
RNA pequeños nucleares, 432 
secuencias de bases muy conservadas, 
470VE 
síntesis, 429-430, 429f, 431f 
unidad de transcripción, 430, 430f 
Ribozimas, 75, 443, 448 
Ribulosa 1,5-difosfato carboxilasa, 222 
Rigor mortis, 363 
RNA. Véanse también Mensajero, RNA 
(mRNA); Ribosómico, RNA (rRNA); 
Transferencia, RNA de (tRNA) 
cadenas, 74-75, 75f 
catálisis, 470VEf 
corte y empalme, 442-448 
cromatina, 488-489, 489f 
edición, 523 
empalme alternativo, 448 
estructura de la polimerasa, 427, 427f 
formas complejas, 75, 76f 
interferencia 
aplicaciones clínicas, 451PH-452PH 
determinación de la función genética, 
762, 762f, 763f 
función, 271-272, 273f 
vías, 449-451, 449f 
mitocondrial, 175-176 
polimerasas, 422-423, 425f 
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procesamiento en células eucariotas, 426-427 

purificación, 742 

transcripción del genoma, 406 

vías de desactivación, 448-455 

virus tumorales, 653 
Rotatoria, catálisis, 196, 197f 
Rous, virus del sarcoma (RSV), 677VE-678VE 
Rubisco, 222-226, 224f 

proteína de ensamble, 78 VE-79VE 
Rugoso, retículo endoplásmico, 273-282, 274. 


Véase también Endoplásmico, retículo 


S 
S, fase, 561-562 
S1, fragmento de miosina, 352, 352f 
5S rRNA, síntesis y procesamiento, 432-433 
Saccharomyces cerevisiae, 17f,28VE 
Salino, cristal, disolución, 35, 35f 
Saltatoria, conducción, 162, 163f 
Sanger-Coulson, método, 753-754, 754f 
Sanguínea, glucosa, regulación de los niveles, 
618-622 
Sanguíneas, insulina, concentraciones, 34PH 
Sarcómeras, 359-360, 360 361f, 362f 
Sarcoplásmico, retículo, 273, 363, 363f 
Satélite, DNA, 395 
Saturación, punto de, 101 
Saturadas, grasas, 47 
SDS, gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), 
168VE, 738-739 
Secreción, estudio de, mutantes genéticos, 271, 
272f 
Secretora, vía, 265 
Secretoras 
células, estructura polarizada, 273-274, 275f 
proteínas 
secuencia de señal, 276 
síntesis 
de ribosomas unidos a membranas, 
276-277, 276f 
y transporte, 267, 268f 
Secretores, gránulos, 265, 268f 
Secuencia 
DNA, 753-755, 754f 
genomas, 405-410 
secuenciación 
siguiente generación, 755 
tercera generación, 755 
Secuenciación de siguiente generación (NGS), 
755 
Secuencias interpuestas, 438-439 
Secundaria 
estructura, proteínas, 54-56 
respuesta inmunitaria, 688 
Secundarias, paredes celulares, 262 
Secundario 
cultivo, 732 
transporte activo, 158 
Secundarios 
espermatocitos, 595 
ovocitos, 595 
Sedimentación por velocidad, 743-744, 744f 
Segunda ley, termodinámica, 86-87 
Segundos mensajeros, 614-617 
AMP cíclico, 614, 614f 
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Segundos mensajeros (con?.) 
fosfatidilinositol, 614-616, 615f 
fosfolipasa C, 616-617 

Selectinas, 245-246, 246f 

Selectiva, precipitación, 734-735 

Selectividad, filtros de, 149 

Semiconservadora, replicación de DNA, 534- 

537, 5351, 536f 

Semidiscontinua, replicación, 540-541, 540f 

Semipermeables, membranas, 145 

Senescencia forzada, 655-656, 663 

Sensorial, percepción, 622 

Señal 
hipótesis, 276 
partícula de reconocimiento de, 277 
peptidasa, 277 
secuencia, proteínas secretoras y, 276 
transducción de 

activación de linfocitos, 706-707 
membrana plasmática, 119 

proteína tirosina, fosforilación, 623-634 
Ras-MAP vía de la cinasa, 627-630 
sistemas de señalización celular, 608 

Señales de afuera hacia adentro, 240-241 

Señalización 
enzimas de, 627 
proteínas, 612, 625, 626f 
receptores, 305 
vías, 606-608, 607f 

Seudogenes, 402 

Sida, resistencia farmacológica, 105PH 

Siete receptores transmembranales (71M), 609, 

609f 

Sigma, factor, 425 

Simporte, 158 

Sinapsis 
acciones de los fármacos, 164-165 
acetilcolina como neurotransmisor, 164, 

165f 
plasticidad, 165-166 

Sináptica 
hendidura, 163 
plasticidad, 165-166 

Sinápticas, vesículas, 164 

Sinaptonémico, complejo, 593-594, 593f 

Sinoauricular, nodo, 258 

Sintética, biología, 18 

Sistémico, lupus eritematoso (SLE), 708PH 

Sitios de unión (acoplamiento), 187-188 

Situs inversus, 340PH 

Sm, proteínas, 444-445 

SNARE, proteínas, 296-297, 296f 

snoRNA de caja C/D, 432 

snoRNA de caja H/ACA, 432 

Sódico, sulfato de dodecilo (SDS), 142, 738-739 

Sodio-potasio, bomba, 153-154, 154f 

Sol, exposición, 557PH 

Solutos, movimiento 

energética, 143-144 

mecanismos básicos para desplazarse a 
través de las membranas, 143, 143f 

membrana plasmática, 118 

Somática 
hipermutación, 698 


mutación, 613PH 


Somáticas, células, transferencia nuclear, 20PH 
Sombras, proyección, por medio de contraste en 
el microscopio electrónico, 726, 727f 
Sorafenib, 675 
Southern, método, 745-746, 745f 
SPF, actividades durante el ciclo celular, 580, 580f 
SR, proteínas, 446 
Src, genes, 665, 678VE 
STORM (microscopia de reconstrucción óptica 
estocástica), 722 
Subcelular, localización, 566 
Subcelulares, fracciones, 269 
Submitocondriales, partículas, 194, 195f 
Subunidades, 59 
Succinato, deshidrogenasa de, 189 
Superenrollado, DNA, 390-392, 391f 
Superóxido, radicales, 34PH 
Superpuesto, código genético, 455, 455f 
Suprarrenoleucodistrofia, 203PH 
Sustrato 
célula que se arrastra sobre, 369-372, 369f 
fosforilación al nivel del, 110, 110f 
orientación, 97, 97f 
reactividad, 97-98, 98f 
tratamiento de reducción del, 300PH 
Sutinilo, 675 


T 
T, bacteriófagos, 22 
T, linfocitos (células) 
activación y mecanismos de acción, 690- 
693 
células 
dendríticas, 690-691, 691f 
presentadoras de antígeno, 690, 690; 
700, 7005 701f 
citocinas, 691-692 
determinación del destino, 704, 704f 
estructura de los receptores para 
antígeno, 699, 699f 
inmunidad humoral, 686 
linfocitos 
reguladores, 692 
T citotóxicos, 692 
T cooperadores, 692, 693f 
muerte por abandono, 704, 704f 
selección 
negativa, 704, 704f 
positiva, 704, 704f 
T receptores de linfocitos 
complejo MHC-péptido, 712VE- 
713VE, 712VEf 
función, 690 
genes que codifican, 696-699 
T2R, receptores, 622 
Tabaco, virus del mosaico del, 22, 22f 76-77 
Tapa estructural, modelo de, inestabilidad 
dinámica, 337-338, 337f 
Taq, polimerasa, 751 
Tarenflurbilo, 67PH 
TATA, caja, 512, 512f 
TATA, proteína de unión a la (TBP), 435, 435f 
Tau, proteína, 326 
Tay-Sachs, enfermedad, 299PH-300PH 
Telofase, 585, 5854 595 


Telomerasa, 404, 493-495, 495f 
problema de replicación de los extremos, 
493-495, 493f 
Telómeros, 493-495, 4934 593, 593f 
Temperatura, mutantes sensibles a la, 288, 537 
Tercera generación, secuenciación de, 755 
Terciaria, estructura, proteínas, 56-57 
Térmica 
desnaturalización, 393, 393f 
energía, 85, 85f 
Térmico, ciclo, 751 
Terminación 
secuencia de, 426 
traducción genética, 466-468 
Terminal 
botón, 159 
meiosis, 590-591, 591f 
Termodinámica 
primera ley, 85-86 
segunda ley, 86-87 
transformación de hielo-agua, 88, 88 88c 
Termodinámica 
primera ley, 85-86 
segunda ley, 86-87 
Testosterona, 48, 48f 
Tétanos, 689-690 
Tetraciclinas, 104PH 
Tétrada, complejo, 594 
Tetranucleótidos, teoría, 386-387 
Tetrosa, 42 
TFIIA, 435% 436 
TFIID, 435-436, 435f 
TFIIF, 435 436 
TFIIH, 435% 436-437 
Ti, plásmido, 759, 759f 
Tic, complejo, 311 
Tilacoide, dominio de transferencia, 311 
Tilacoides, 208-209, 209 
TIM, complejo, 309, 310f 
Timidina, dímero, 558 
Timina, 75, 386 
Timo, antígenos independientes del, 688 
Timosina, 366 
Tinción negativa, 726 
Tinte rastreador, electroforesis, 738 
Tiroiditis, 707PH-708PH, 708PH 
Tirosina cinasa, activación, 706 
Titina, moléculas de, 361, 362f 
Toc, complejos, 311 
Toll, genes, 685 
Toll, receptores tipo (TLR), 684-685, 685f 
TOM, complejo, 309, 310f 
Tonoplasto, 301 
Topoisomerasa 
tipo I, 391 
tipo II, 391 
Topoisomerasas, 391-392, 392f; 484 
Tos ferina, toxina, 614 
Toxoides, 689 
TP53, gen, 660-663 
Tracción, fuerzas, locomoción celular, 371-372, 
372f 
Traducción 
modificaciones posteriores a la, 53 
proceso, 422 


Traduccional, expresión génica y control al 
nivel, 524-528 
control 
estabilidad de los mRNA, 526-527, 
526f 
traducción de los mRNA, 525-526, 
525f 
función de los microRNA, 527-528, 
528f 
localización citoplásmica de los mRNA, 
524-525 
regiones no traducidas, 524 
Trans, red Golgi (TGN) 
función, 284 
ordenamiento de proteínas, 292-294 
transporte 
enzimas lisosómicas, 293-294, 293f 
proteínas no lisosómicas, 294 
Transautofosforilación, 623 
Transcripción 
bacterias, 425-426, 425f 
células eucariotas, 426-427 
complejo transcripcional de elongación, 426 
factores de transcripción, 427 
huella genómica, 521-522 
información celular, 421 
región promotora, 426, 426f 
represión de la transcripción, 519-522 
RNA mensajeros, 435-437 
transcripción primaria, 427 
unidades de transcripción, 427, 430, 430f 
vía acoplada a la transcripción, 553 
visualización, 468f 
Transcripción, factores, 508-511 
determinación del fenotipo celular, 509 
estructura, 509-511 
cremallera de leucina, 511 
dedos de cinc, 510, 510f 
estructuras, 509-511 
hélice-asa-hélice (HLH) estructura, 
510-511, 511f 
interacción con su secuencia DNA 
blanco, 509-510, 509f 
secuencias promotoras, 512, 512f 
STAT, familia, 627 
Transcripcional 
activación, 514-519. Véase también 
Coactivadores 
acetilación de histona, 488, 488f 
aisladores y, 515 
aumentadores, 515 
coactivadores, 515-519, 515f 516 
polimerasas equilibradas, 519 
expresión génica y control al nivel, 505-522 
análisis de localización en el genoma 
completo, 513-514 
factores de transcripción, 508-511 
huellas de DNA, 513 
mapeo por deleción, 513 
micromatrices DNA, 505-508, 506f 
receptor de glucocorticoides, 514, 515f 
represión transcripcional, 519-522 
Transcriptasa inversa, 403 
Transcriptoma, 454 
Transdiferenciación, 21PH 


Transducción, energía, 85, 85f 
Transducina, 622 
Transfección, 757-758 
Transferencia 
potencial de, 110, 110f 
RNA de (tRNA), 422, 433-434, 433f 
activación de aminoácidos, 460 
anticodones, 458 
decodificación de codones, 457-460 
estructura, 457-460, 4587 459f 
hipótesis de bamboleo, 459, 459f 
síntesis y procesamiento, 428-434 
Transgenes, 758 
Transgénicas, plantas, 759, 759f 
Transgénicos, ratones, 758-759, 758f 
Transhidrogenasa, 112 
Transición 
estado de, 94-95, 95f 
temperatura de, 134, 134f 
Tránsito 
patrones de, celular, 266 
péptido de, 311 
Translesional, síntesis, 558 
Translocación 
células bacterianas, 464 
cromosómica, 491PH-492PH, 492PHf 
protones, 191-192 
Translocones, 277 
Transmembrana 
dominios, 130-132 
hélices, 131, 131f 
proteínas, 127 
señalización, 253-254 
Transmisión, microscopia electrónica de, 722- 
728 
comparación 
imágenes, 722-723, 723f 
sistema de lentes, 724, 724f 
congelación de tejidos, 724 
criofijación, 726 
dispersión de electrones, 724 
grabado por congelamiento, 728, 728f 
modelo de sombra, 726, 727f 
preparación de la muestra, 724-728, 
725f 
replicación por congelamiento-fractura, 
728, 727f 
tinción negativa, 726, 726f 
Transponibles, elementos, 402-403, 403f 
Transportadores, defectos, 156PH-157PH, 
156PHc 
Transporte 
receptores de, 479 
vesículas de, 265, 266f 
Transposasa-transposón, complejo, 403 
Transposición genética, 402, 402f 
Transposones, 402-403, 402f 
Transversos, túbulos, 363 
TRFFI1, 497, 498f 
Triacilglicerol, 46, 47f 
Tricarboxílico, ácido, ciclo, 107-108, 179-181, 
179f, 180f 
Tricotiodistrofia, 556PH 
Tridimensional, mapa de cromosomas, 497, 


497f 
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Tridimensionales, sistemas de cultivo, 733, 733f 
Trifosfato de adenosina (ATP) 
concentraciones, 114 
contenido en la célula, 112 
contracción muscular, 183PH 
energía utilizada, 75 
ensamble y desensamble de 
microfilamentos, 352 
formación, 109-111, 109f 192-200 
ATP, estructura de la sintasa, 193-194, 
194f 
catálisis rotatoria, 196, 197f 
coenzimas reducidas, 181-182, 
conformación del sitio catalítico, 196, 
196f 
función de la mitocondria, 182-191 
gradiente de protones, 198-199 
mecanismo de cambio de unión, 195- 
199 
mecanismos, 192, 193f 
Na'K* -ATPasa, 193, 193f 
NADH, 110 
partículas submitocondriales, 194, 195f 
fosforilación, 110, 110f 
fotofosforilación, 220 
glucólisis, 111 
hidrólisis, 89-91, 90% 915 114, 153-154, 153f 
mecanismo de cambio en la unión, 196, 
197f 
Trilaminar, apariencia, membrana, 118f 
Trinucleotídicas, secuencias repetidas, 396PH- 
397PH, 396PHf 
Triosas, 42 
Triple enlace, 32 
Trípodes, 303, 303f 
Triptófano, 500 
Trisomía, 596PH 
parcial, 492PH 
Trofectodermo, 760-761 
Tropomiosina, 142, 360, 364-365, 364f 
Troponina, 360 
Trp, operón, 501 
Tubulina, 334-335, 334f 337f 
dímeros de GTP, 337, 337f 
flujo hacia el poro, 579,579f 
Tumor, genes supresores 
acción, 656-657, 656f 
daño al DNA, 663-664, 664f 
gen APC, 663 
gen RE, 659-660 
gen T'P53, 660-663 
tipos, 658 
Tumoral, factor de necrosis, 643, 644f 
Tumorigénesis, 655, 666-667, 667f 
Turgencia, presión interna, 146 


Turner, síndrome, 597PH 


U 
Ubiquinona, 185f, 186 
Ubiquitina, 529%; 530, 627 
ligasa, 530, 566 
Ultracentrifugación 
ácidos nucleicos, 743-744 
centrifugación de equilibrio, 744 
sedimentación por velocidad, 743-744, 744f 
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Unión, complejo de, 251, 252f 
Unión deficiente, reparación, 555 


Uracilo, 75 


V 
V, bomba tipo, 154 
V, gen, secuencias, 696-698, 697f 
V, región 
codificación, 696 
mutación, 698 
Vacunación, 689-690 
Vaina del haz, células de la, 227 
van der Waals, fuerzas, 36, 37f 
V(D)J, recombinasa, 697 
Vegetales 
aceites, 48 
células 
citocinesis, 588-589, 589f 
ósmosis, 146, 146f 
paredes, 260-261, 260 261f 
vacuolas, 301, 301f 
Velocidad, sedimentación por, 743-744, 744f 
Verde fluorescente, proteína (GFP), 267-269, 
2691, 720, 720f 
Verdes de azufre, bacterias, 207, 207f 
Vertebrado, complejo de poro nuclear, 479f 
Vertebrados 
gametogénesis, 590-591, 592 
sistema nervioso, 375f 
Vesicular 
estomatitis, virus (VSVG), 268 
transporte, 288-297 
dirección a compartimientos 
particulares, 294-297, 295f 
enzimas lisosómicas, 293-294, 293f 
más allá del aparato de Golgi, 
292-294 
modelo de maduración de cisternas, 
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retículo endoplásmico al aparato de 
Golgi, 283 
vesículas cubiertas con 
clatrina, 293-294, 294f 
COPI, 291-292, 291f 
COPII, 289-291, 290f 291f 
Vesículas 
cubiertas, 289-292, 289f 
formación, 271, 271f 
fosfoinositidas, 304 
organización molecular, 304, 304f 
fijación, 294-297, 295f 


acoplamiento al compartimiento blanco, 


296 
direccionamiento de las vesículas a un 
compartimiento particular, 294, 
295f 
dirigidas a un compartimiento, 294 
exocitosis, 297 
fusión entre las membranas de la 
vesícula blanco, 296-297 
fusión, 294-297 
Vías, diferenciación, 15, 16f 
Video, microscopia con, y procesamiento de 
imágenes, 721 
Viral, genoma, 394, 394f 
Viroides, 24 
Virus 
cáncer, 652-653 
cápsides virales, 22 
diversidad, 22, 23f 
DNA, virus tumorales, 653 
eritroblastosis aviar, 665 
espectro de hospedadores, 22-23 
estudios, 21 
provirus, 23 
que matan bacterias, 24 
Rauscher, virus de la leucemia, 676VE- 
677VE 


retrovirus, 403, 757 
RNA, virus tumorales, 653 
sarcoma 
aviar, 677VE 
de Rous, 677VE 
tipos, 23-24, 24f 
viriones, 22 
virus 
estomatitis vesicular, 268 
sarcoma de Rous, 677VE-678VE 
que matan bacterias, 24 
mosaico del tabaco, 22, 22f; 76-77 
Visibilidad, microscopio óptico, 717-718 
Vitamina C, 234 
Voltaje 
conductos activados por, 148-151 
estado de conformación del potasio, 
1514 
estructura de una subunidad, 150f 
mamíferos, 150f 


dominio sensor, 149 


W 

Watson-Crick, modelo, 387-390, 534, 534f 
doble hélice, 387-389, 388/+389f 
importancia, 389-390 

Werner, síndrome, 495 


X 

X, cromosoma, 486-487, 486f 

Xerodermia pigmentosa (XP), 556PH, 
556PHf 557 


Z 

Z, esquema en, 214-215 

Zellweger, síndrome, 203PH 

Zonas de oclusión, 252f, 254-256, 255f; 
256f 

Zónula adherente, 251 
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“Ajeno”, cap. 17, 683, 704 

Accidente vascular cerebral, cap. 7, 241, 
247PH 

Adenovirus, cap. 1, 22-23, cap. 4, 157, 
cap. 11, 438-439 

Adrenoleucodistrofia, cap. 5, 203PH 

Africanas, genomas de poblaciones, 
cap. 10, 395, 412PH 

Agammaglobulinemia, cap. 17, 686 

Alzheimer, enfermedad, cap. 2, 65-67PH, 
cap. 10, 411PH, cap. 15, 643 

Ampollares, enfermedades, cap. 7, 245, 
253, cap. 9, 349 

Anemia drepanocítica, cap. 2, 54, cap. 11, 
421, 455 

Anemias hemolíticas, cap. 4, 142 

Anestésicos, cap. 4, 162-164 

Aneuploidia, cap. 14, 584, 596-597PH, 
cap. 16, 652-653 

Antiácidos, fármacos, cap. 4, 154-155f 

Antibióticos, cap. 3, 104-105PH, cap. 11, 
466 

Antidepresivos, cap. 4, 164 

Antiinflamatorios, fármacos, y cáncer, 
cap. 16, 654 

Antiinflamatorios no esteroideos, 
fármacos, cap. 2, 67, cap. 16, 654 

Antioxidantes, cap. 2, 34PH 

Apetito, cap. 3, 114 

Artritis reumatoide, cap. 17, 708-709PH 

Ataxia-telangiectasia, cap. 14, 567-568 

Ateroesclerosis, cap. 7, 239, cap. 8, 306- 
307, 312-314VE, cap. 10. 410- 
411PH 

Autoinmunitarias, enfermedades, cap. 7, 


245,253, cap. 17, 689, 704, 707-709PH 


Bacteriófago, tratamiento, cap. 1, 24 
Biomarcadores, cap. 2, 70-71, cap. 16,676 
Biopelículas, cap. 1, 12, cap. 4, 157f 


Calorías, dieta y esperanza de vida, cap. 2, 
34PH, cap. 15, 633 
Cáncer, cap. 16, 650-681 
adhesión celular, cap. 7, 248PH 
análisis de expresión génica, cap. 16, 
669-671 
anomalías cromosómicas, cap. 12, 491- 
492PH, cap. 16, 652, 6531, 674 
causas, cap. 16, 653-654 
datos de micromatrices de DNA en 
el diagnóstico y tratamiento, cap. 16, 


669-671 


diseminación metastásica, cap. 7, 
248PH, cap. 16, 675-676 
envejecimiento celular, cap. 16, 655, 663, 
666f 
epidemiología, cap. 16, 654 
factores de riesgo, cap. 16, 654 
gen RB, cap. 14,567, cap. 16, 658-660 
gen TP53, cap. 14, 568, cap. 16, 660-663 
genes de reparación de DNA, cap. 13, 
556-557PH, cap. 16, 667 
genes supresores tumorales, cap. 16, 656- 
657, 658-664 
genética, cap. 16, 654-671 
genoma, cap. 16, 667-669 
inflamación, cap. 16, 654 
oncogenes, cap. 16, 657, 664-667, 674, 
676-679VE 
propiedades celulares normales vs. 
anormales, cap. 16, 651-653 
receptores para factor de crecimiento, 
cap. 16, 664-665, 672, 675 
regulación del ciclo celular, cap. 14, 567- 
568, 574-575, 584 
reparación de discrepancia, cap. 16, 658c, 
667 
señalización celular, cap. 16, 627-629, 
664-666, 669 
síndromes hereditarios, cap. 16, 658c 
telómeros, cap. 12, 495 
tratamiento, cap. 10, 392, cap. 11, 
451PH, cap. 16, 671-675 
virus, cap. 16, 653-654, 676-680VE 
Cáncer cervicouterino, cap. 16, 654, 655- 
656,676 
Cáncer colónico: 
fármacos antiinflamatorios, cap. 16, 654 
genes supresores tumorales, cap. 16, 663- 
664 
hereditario sin poliposis, cap. 16, 667 
mutaciones génicas, cap. 16, 668f 
reparación de discrepancia, cap. 16, 667 
Cáncer mamario: 
datos de micromatrices de DNA, cap. 
16, 671 
inmunoterapia, cap. 16, 672 
incidencia, cap. 16, 651f 
factores de riesgo, cap. 16, 654, 663-664, 
676 
mutaciones BRCA, cap. 16, 663-664, 
674,676 
Cáncer ovárico, cap. 16, 651f 663-664 
Cáncer prostático, cap. 2, 71, cap. 15, 643, 
673 


Carcinógenos, cap. 8, 273, cap. 16, 654, 
661,676VE 
Cardiaco, músculo: 
contracción, y uniones comunicantes, 
cap. 7, 257-258, cap. 15, 635 
miRNA, cap. 12, 527 
Cariotipos, cap. 12, 4905 cap. 14, 596f, 
cap. 16, 653f 
Células I, enfermedad, cap. 8, 293, 299PH 
Células primordiales, cap. 1, 19-21PH, 
cap. 12, 487, cap. 13,552, cap. 16, 655, 
674-675, 686f 
Células sanguíneas, diferenciación, cap. 17, 
686f 
Ciliopatías, cap. 9, 340-341, 344 
Clonación, cap. 12, 503-505 
Coágulos sanguíneos, cap. 2, 46, cap. 7, 
241-242 
Cockayne, síndrome, cap. 13, 553%; 556- 
557PH 
Colágena, enfermedades, cap. 7, 234-235 
Cólera, cap. 4, 157, cap. 15, 614 
Colesterol: 
hipercolesterolemia familiar, cap. 8, 312- 
314VE 
LDL, ateroesclerosis, cap. 8, 306-307, 
cap. 10, 410PH, 411PH, cap. 11, 
452PH, cap. 12, 523 
Creutzfeldt-Jakob, enfermedad, cap. 2, 
64PH 
Cromosoma X, desactivación, cap. 12, 
486-487, 496 
Cromosoma X frágil, síndrome, cap. 10, 
397PH 
Cromosomas, alteraciones y anomalías, 
activación de oncogén, cap. 16, 654np, 
657f 
apoptosis, cap. 16, 666 
deleciones y retinoblastoma, cap. 16, 
658-659 
duplicaciones, cap. 10, 400, 401% 409- 
410, cap. 12, 491-492PH 
falta de disyunción, cap. 14, 591, 594, 
596-597PH 
oncogén myc, cap. 16, 656, 666f 
Cromosomas marcadores, cap. 12, 496 
Cromosomas sexuales, número anormal, 


cap. 14, 597PH 


Daltonismo, cap. 12, 486-487, cap. 15, 613 

Diabetes, cap. 10, 419-420PH 

Diabetes insípida, cap. 4, 146, cap. 15, 
613PHc 
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Diabetes tipo 1, cap. 1, 21, cap. 17, 707- 
709PH 

Diabetes tipo 2, cap. 10, 411, cap. 15, 633 

Diarrea y ósmosis, cap. 4, 145, cap. 15, 614 

Dieta y cáncer, cap. 16, 654 

DNA, huella digital, cap. 10, 395 

DNA, reparación, cap. 13, 552-557 

Down, síndrome (trisomía 21), cap. 12, 
492, cap. 14, 596-597PH 


Ejercicio, cap. 5, 183PH 
Embarazo, inmunidad basada en IgG, 
cap. 17, 696 
Embrionarias, células primordiales, cap. 1, 
19-21, cap. 18, 760-761 
Embrionario, desarrollo: 
cilios, cap. 9, 340PH 
miRNA, cap. 12, 527 
movimientos celulares, cap. 7, 238; 
cap. 9, 373-375 
sello genómico, cap. 12, 521-522 
transiciones epitelio-mesénquima, cap. 7, 
250, 251 
Enanismo, cap. 7, 235 
Encefalopatía espongiforme, cap. 2, 64PH 
Envejecimiento: 
anormalidades mitocondriales, cap. 5, 
202PH 
factores de crecimiento semejantes a 
insulina, cap. 15, 633 
prematuro (progeria), cap. 12, 477, 495, 
cap. 13, 557 
radicales libres, cap. 2, 34PH 
síndrome de Down (trisomía 21), cap. 14, 
597PH 
telomerasas, cap. 12, 494-495 
Enzimas, tratamiento, cap. 8, 300PH 
Epstein-Barr, virus, cap. 16, 666 
Esclerosis múltiple, cap. 4, 163, cap. 17, 
707-709PH 
Escorbuto, cap. 7, 234 
Esfingolípidos, enfermedades por 
almacenamiento, cap. 8, 299-300PH 
Estatina, fármacos, cap. 2, 67PH, cap. 8, 
307 


Fabry, enfermedad, cap. 8, 300PHc 

Factor de necrosis tumoral, cap. 15, 643- 
644, cap. 17, 691, 708 

Farmacogenómica, cap. 10, 411PH 

Fármacos, desarrollo, cap. 2, 67, 72-73, 
cap. 8, 300, cap. 16, 673-675, cap. 17, 
708-709 

Fibras musculares y contractilidad, cap. 5, 
183PH, cap. 9, 359-365 

Fibrosis quística, cap. 4, 156-157PH, 
cap. 8, 282, cap. 11, 466 

Fluoxetina, cap. 4, 164 


Gas nervioso, cap. 3, 102, cap. 4, 164 
Gaucher, enfermedad, cap. 8, 300PH 


Genes, número, cap. 10, 405-406 

Génica, terapia, cap. 1, 20-21, cap. 4, 157 

Genómico humano, análisis, cap. 10, 405- 
412 

Glucolípidos, enfermedades, cap. 4, 123, 
cap. 8, 299-300PH 

Glucosa sanguínea, cap. 3, 114, cap. 4, 152, 
cap. 15, 618-620, 631-633 

Glucosilación, enfermedades congénitas, 
cap. 8, 280-281 

Grasas trans, cap. 2, 48 

Grupo sanguíneo (tipo sanguíneo), cap. 4, 
126, 1277, 142, cap. 10, 408, cap. 17, 
699 

Gusto, cap. 15, 622 


Habla y lenguaje, trastornos, cap. 10, 408 

Hematoencefálica, barrera, y uniones 
herméticas, cap. 7, 256, cap. 11, 452PH 

Hemofilia, por elementos genéticos 
“saltatorios”, cap. 10, 403 

Herbicidas, cap. 6, 220 

Herpesvirus, cap. 11, 451PH, cap. 16, 654 

Hidrocefalia, cap. 7, 249 

Hipertensión, cap. 3, 103, cap. 15, 613 

Huntington, enfermedad, cap. 10, 396- 
397PH, 410PH, cap. 15, 643 


Imatinib, cap. 2, 72-73, cap. 16, 674 
Infarto cardiaco, cardiopatía, cap. 4, 154, 
cap. 7, 241-242, 247PH 
nitroglicerina, cap. 15, 641 
Infecciones: 
bacteriana, como agente causante de 
cáncer, cap. 16, 654 
bacteriana resistente, cap. 3, 104-105PH 
bacteriana, respuestas inmunitarias 
adaptativas, cap. 17, 686, 689-690 
bacteriana, respuestas inmunitarias 
innatas, cap. 17, 684-686 
mecanismos protectores, cap. 17, 683- 
686 
Inflamación, cap. 7, 247PH, cap. 17, 685, 
694, 708PH 
Influenza, cap. 1, 22-23 
Injerto, rechazo, cap. 17, 699-700 
Inmunidad humoral, cap. 17, 686-689, 692, 
693-699, 705-706 
Inmunidad mediada por células, cap. 17, 
686, 690-693, 699-706 
Inmunitaria, respuesta, cap. 17, 682-714 
adaptativa (adquirida), cap. 17, 686-687, 
690-693, 704-707 
contra sí mismo, cap. 17, 683, 689, 703, 
704, 707-709PH 
generalidades, cap. 17, 683-687 
innata, cap. 17, 684-686 
primaria, cap. 17, 694f 
secundaria, cap. 17, 694f, 698 
Inmunitaria, respuesta adaptativa 
(adquirida), cap. 17, 686-707 


Inmunitarias innatas, respuestas, cap. 17, 
684-686 

Inmunitario, sistema, cap. 17, 682-714 

Inmunización, cap. 17, 689-690 

Inmunizaciones, cap. 17, 690 

Inmunoterapia, cap. 2, 66-67, cap. 16, 672- 
673 

Insulina, señalización, cap. 4, 152, cap. 15, 
631-633, cap. 17, 707PH 

Interferones, cap. 17, 686, 691, 707, 708- 
709PH 

Interleucinas, cap. 17, 692, 692c, 706 


Kaposi, sarcoma, cap. 15, 613PH, cap. 16, 
654 
Kartagener, síndrome, cap. 9, 340PH 


Lactosa, tolerancia, cap. 10, 408 

Leucemia linfoblástica aguda, cap. 16, 
670-671 

Leucemia mielógena crónica, cap. 2, 72-73, 
cap. 16, 674 

Leucemia mieloide aguda, cap. 16, 670-671 

Leucemias: 

perfil de expresión génica, cap. 16, 670- 
671 
translocaciones cromosómicas, cap. 11, 

451PH, cap. 12, 491-492PH, cap. 16, 
674 

Leucocitos, deficiencia de adhesión cap. 7, 
247-248PH 

Linfoma de Burkitt, cap. 12, 511, cap. 16, 
654,666 

Linfoma de células B no Hodgkin, cap. 16, 
672 

Listeria, cap. 8, 309, cap. 9, 368 

Lisosómicos, trastornos por 
almacenamiento, cap. 8, 299-300PH 

Longevidad, cap. 2, 34PH, cap. 5, 202-203, 
cap. 8, 307, cap. 15, 633 

Lupus eritematoso sistémico, cap. 17, 
708-709PH 


Macular, degeneración, cap. 10, 410- 
411PH 

Mariguana, cap. 4, 165 

Médula ósea, en sistema inmunitario, 
cap. 17, 682, 6837, 686, 704, 707PH 

Médula ósea, trasplante, cap. 1, 19PH, 
cap. 8, 300PH 

Melanoma, cap. 13,557, cap. 16, 651f, 655, 
665 

Metabolismo, aerobio y anaerobio, cap. 5, 
183PH 

Metabolismo, defectos congénitos, cap. 11, 
420 

Metástasis, cap. 7, 248PH, cap. 16, 658, 
671,675 

Microbioma humano, cap. 1, 14 

Mitocondriales, enfermedades, cap. 5, 
201-203PH 


Musculares, distrofias, cap. 4, 143, cap. 11, 
466, cap. 12, 477 
Mutaciones: 
cáncer, cap. 16, 654-671 
corte y empalme, cap. 11, 443 
DNA de anticuerpo reordenado, cap. 17, 
698 
genes supresores tumorales en 
comparación con oncogenes, cap. 16, 
656f 
radiación, cap. 10, 385, cap. 13, 555 
trastornos mitocondriales, cap. 5, 201- 
202PH 
Mutágenos, agentes, cap. 16, 653-654, 662 
Mycoplasma genitalium, cap. 1, 18 


Neurofibrilares, marañas, cap. 2, 67, 
cap. 9, 326 

Neuronas, anormalidades cromosómicas, 
cap. 5, 201-202PH 

Nicotina, adicción, cap. 4, 166VEnp 

Niemann-Pick tipo C, enfermedad, cap. 8, 
300c, 306 


Olfato, cap. 15, 622 
Omeprazol, cap. 4, 154, 155f 


“Propio”, cap. 17, 683, 704, 707-709PH, 
713VE 
anticuerpos contra, cap. 17, 6844 707- 
709PH 
diferenciación de lo ajeno, cap. 17, 704, 
707-709PH 
tolerancia inmunitaria, cap. 17, 689, 
693f, 704 
Paludismo, cap. 17, 700 
Papanicolaou, frotis, cap. 16, 655, 656, 676 
Parkinson, enfermedad, cap. 5, 202PH, 
cap. 15, 643 
Periodontal, enfermedad, cap. 7, 248 
Peroxisómicas, enfermedades, cap. 5, 
203PH 
Piel: 
cánceres, cap. 13, 556-557PH 
enfermedades ampollares, cap. 7, 245, 
253, cap. 9, 349 
histología, cap. 17, 231f cap. 9, 350f 
injertos, cap. 17, 699 
uniones comunicantes, cap. 7, 256 


Pirosis, cap. 4, 154, 155f 


Pluripotencial, células progenitoras, cap. 1, 
20-21, cap. 12, 509 

Prader-Willi, síndrome, cap. 12, 521-522 

Priones, cap. 2, 64-65PH, cap. 4, 133 

Proyecto Genoma Humano, cap. 10, 405, 
409 

Pubertad precoz, cap. 15, 613PH 


Quimioterapia, agentes, cap. 4, 125f cap. 9, 
335, cap. 10, 392, 411PH, cap. 16, 
662f 


Radiación, como carcinógeno, cap. 10, 385, 
cap. 13, 552-556, cap. 14, 567-568 
Radicales libres y envejecimiento, cap. 2, 
34PH 
Renal poliquística, enfermedad, cap. 9, 
340PH 
Retinitis pigmentosa, cap. 15, 612, 613c 
Retinoblastoma, cap. 16, 658-660 
Retrovirus (virus tumorales de RNA), 
cap. 16, 653, 657, 664, 676-679VE 
Reumatoide, artritis, cap. 17, 707-709PH 
Riñones: 
enfermedad poliquística, cap. 9, 340PH 
falla por diabetes, cap. 7, 232 
uniones comunicantes, cap. 7, 256 
RNA, interferencia, aplicaciones clínicas, 
cap. 11, 451-452PH 


Selección clonal, teoría, cap. 17, 687-690 
Sexual, excitación, cap. 15, 641-642 
Sida (síndrome de inmunodeficiencia 
adquirida): 
linfocitos T cooperadores, cap. 17, 692, 
700 
resistencia a fármacos, cap. 2, 73, cap. 3, 
104-105PH 
resistencia, cap. 15, 613PH, cap. 17, 700 
Sildenafilo, cap. 15, 641-642 
Síndrome de inmunodeficiencia 
adquirida. Véase Sida 
Sistema nervioso, trastornos, cap. 5, 
20-202PH, cap. 9, 349, cap. 10, 396- 
397PH, cap. 16, 658c 
Sordera, y mutaciones en la miosina, 
cap. 9, 357-358 
Suprarrenoleucodistrofia, cap. 5, 203PH 


Tabaquismo, cap. 4, 166VEnp, cap. 16, 654 
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Tay-Sachs, enfermedad, cap. 8, 299- 
300PH 

Testosterona, cap. 2, 48, cap. 15, 613PH, 
617c,643 

Timo, glándula, cap. 17, 686, 704, 707PH 

Tolerancia inmunitaria (hacia lo “propio”), 
cap. 17, 689, 693f, 704 

Tos ferina, cap. 15, 614 

Toxinas bacterianas, cap. 8, 296, cap. 15, 
614 

Trasplante, rechazo, cap. 17, 699, 704 

Trastuzumab, cap. 16, 672 

Tratamiento de remplazo celular, cap. 1, 
19-21, cap. 12, 509 

Tuberculosis, cap. 3, 104PH, cap. 8, 308 

Tumores benignos, cap. 16, 655 


Ultravioleta, luz, daño al DNA, cap. 13, 
552-558, cap. 16, 653 


Vacas locas, enfermedad, cap. 2, 64PH 
Vacunación, cap. 17, 689-690 
Veneno de serpiente, cap. 3, 103, cap. 4, 
167VE 
Virus, cap. 1, 21-24, cap. 16, 653-654 
cáncer, cap. 16, 653-654, 676-680VE 
interacciones con linfocitos T, cap. 17, 
690, 700-703, 709-710VE 
oncogenes, cap. 16, 653-657, 664, 676- 
679VE 
provirus, cap. 1, 23-24, cap. 16,676 VE 
resistencia, e interferón, cap. 17, 684f; 
686, 706 
respuestas inmunitarias adquiridas, 
cap. 17, 684f, 686 
respuestas inmunitarias innatas, cap. 17, 
684f, 685-686 
tratamiento con RNAI, cap. 11, 451PH 
Virus de inmunodeficiencia humana 
(VIH), cap. 1, 22-24 
linfocitos T cooperadores, cap. 17, 692 
Virus del papiloma humano, cap. 16, 654, 
660 
Visión, cap. 15, 610, 612-613, 622 
Vitamina C, deficiencia, cap. 7, 234 


Xerodermia pigmentoso, cap. 13, 556- 
557PH 


Zellweger, síndrome, cap. 5, 203PH 


